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Sammendrag 
Liposomale formuleringer kan være egnet som leveringssystem for lokalbehandling 
av munnhulen ettersom liposomene kan spres over et stort område uten å påvirke 
munnhulens normalfunksjoner. Ved å dekke liposomer med en mukoadhesiv 
polymer, kan residenstiden økes betraktelig. Pektin er benyttet til å dekke liposomer i 
denne studien. Polymeren brytes ikke ned av enzymene i spytt, har mucoadhesive 
egenskaper og regnes som trygg i bruk.  
I denne studien ble stabiliteten av pektindekkede og udekkede liposomer i løsning, 5 
mM fosfatbuffer (pH 6,8), sammenlignet ved oppbevaring over lengre tid i kjøleskap 
(2-8 °C), romtemperatur (19-23 °C) og varmeskap (35 °C). Tre pektintyper ble 
undersøkt; lavmetoksylert (LM), høymetoksylert (HM) og amidert pektin (Am).   
Dekkingen av positive liposomer med pektin ble bekreftet ved størrelsesøkning og et 
skift i zetapotensiale fra positivt til negativt. I løpet av stabilitetssstudien ble størrelse, 
zetapotensiale og pH målt. Pektindekkede liposomer var stabile i 40 til 80 dager, 
sammenlignet med udekkede liposomer som kun var stabile i 25 til 40 dager. 
Stabiliteten av pektindekkede liposomer var avhengig av lagringstemperaturen, mens 
stabiliteten av de udekkede liposomene ble redusert for alle prøver uavhengig av 
lagringstemperatur. pH i prøveglassene varierte i liten grad i løpet av 
stabilitetsstudien.  
Lekkasje fra pektindekkede og udekkede liposomer ble undersøkt ved hjelp av 
fluorescensmåling. 5-carboxyfluorescein ble benyttet som fluorescerende 
innkapslingsmarkør. Pektindekkede liposomer oppbevart i kjøleskap og 
romtemperatur viste lavere grad av lekkasje sammenlignet med udekkede liposomer. 
Fosfatanalyse bekreftet tilnærmet lik konsentrasjon av liposomer i alle prøvene.  
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Degradering av lipidene i pektindekkede og udekkede prøver ble undersøkt ved hjelp 
av HPTLC-analyse i prøver som var antatt å være mest utsatt for degradering. Det ble 
funnet degraderingsprodukt i udekket prøve.  
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1. Innledning 
1.1 Bakgrunn 
Soppinfeksjoner er normalt forårsaket av Candida albicans. En stor andel 
kreftpasienter og pasienter med nedsatt immunforsvar utvikler soppinfeksjon i 
munnhulen. Munntørrhet, dårlig proteserenhold og langvarig bruk av 
inhalasjonsglukokortikoider kan også føre til soppinfeksjon i munnhulen (Skoglund, 
2007). Soppinfeksjon er en smertefull tilstand som kan gjøre inntaket av mat og 
drikke problematisk (Stand et al., 2005).    
Ved lokalbehandling av munnhulen forsvinner virkestoffet raskt på grunn av høy 
spyttsekresjon og svelging. Adhesive plaster og tabletter øker residenstiden, men 
forstyrrer samtidig munnhulens normalfunksjoner og gir dermed redusert 
brukervennlighet (Hoogstraate et al., 2001). 
En liposomal formulering kan være et godt egnet leveringssystem for lokalbehandling 
av munnhulen siden virkestoffet vil kunne spres over et stort område uten at 
normalfunksjonene påvirkes i betydelig grad. Ved bruk av liposomale bærere kan det 
oppnås kontrollert frisetting av virkestoffet. Liposomer regnes som trygge i bruk 
ettersom de ikke trigger immunreaksjoner, er ikke-toksiske og biokompatible (Lasic, 
1993). 
Bruk av mucoadhesive polymerer har vist å øke residenstiden av 
legemiddelformuleringer. Ved å dekke liposomer med en egnet polymer vil 
formuleringen kunne oppnå forlenget residenstid i munnhulen. Pektin har vist å ha 
mucoadhesive egenskaper i flere studier (Hagesaether and Sande, 2007; Nafee et al., 
2004; Schmidgall and Hensel, 2002; Thirawong et al., 2007). Polymeren kan også 
tenkes å øke stabiliteten av en eventuell liposomformulering siden pektin ikke brytes 
ned av enzymer i munnhulen (Knaup et al., 2008; Thakur et al., 1997). Ved 
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lokalbehandling av soppinfeksjoner i munnhulen vil adhesjon mot Candida albicans 
være en stor fordel fordi frigjøring av virkestoffet da vil skje i nærheten av 
virkestedet.  
1.2 Hensikt med oppgaven 
Målet med oppgaven var å kartlegge pektins innvirkning på in vitro stabilitet av 
liposomer i løsning, som bakgrunn for videre studier rundt pektindekkede liposomers 
potensiale som mucoadhesivt leveringssystem til munnhulen. Liposomfremstilling og 
dekking med pektin skulle utføres etter metoder etablert i en foregående 
masteroppgave (Alund, 2009).  
Første delmål var å finne en egnet fluorescerende markør til innkapsling i 
liposomene, samt etablere en metode for å kunne bestemme lekkasje fra dekkede og 
udekkede liposomer. 
Andre delmål var å fremstille pektindekkede liposomer med LM-, HM- og Am-
pektin, og undersøke in vitro stabilitet av de pektindekkede liposomene i løsning ved 
sammenligning med udekkede liposomer. Stabiliteten skulle vurderes ved å 
undersøke eventuelle endringer av størrelse, zetapotensiale, pH og lekkasje.  
Tredje delmål var å undersøke lipiddegradering av dekkede og udekkede liposomer 
oppbevart igjennom studien. 
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1.3 Forkortelser 
DPPC Dipalmitoyl phosphatidyl choline 
  
DPTAP 1,2-dipalmitoyl-3-trimethyl-ammonium propane 
  
LPC  Lysophosphatidyl choline (Lyso-PC) 
  
LM-pektin Lavmetoksylert pektin 
  
HM-pektin Høymetoksylert pektin 
  
Am-pektin Amidert pektin 
  
CF Carboxyfluorescein 
  
PCS Photon Correlation Spectroscopy (foton korrelasjon spektroskopi) 
  
PI Polydispersity Index (polydispersitetsindeks) 
  
AFM Atomic Force Microscopy  
  
cP centipoise (enhet for dynamisk viskositet) 
  
rpm revolutions per minute (omdreiningshastighet) 
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2. Teori 
2.1 Lokalbehandling av munnhulen 
2.1.1 Anatomi og fysiologi 
Munnhulen er definert som hulrommet mellom lepper og svelg. Taket i den fremre og 
bakre delen av munnhulen kalles henholdsvis den harde gane fortil og den bløte gane 
baktil. Den harde gane fortil er selve beinet, mens den bløte gane baktil består av 
bindevev og tverrstripet muskulatur (Budowick et al., 2003). Munnhulen og tungen er 
dekket av ett flerlaget plateepitel bestående tre lag (basalmembran, lamina propria og 
submucosa) hvor cellene i det øverste laget er lave og flate, mens cellene i dypere lag 
er kubiske eller sylindriske (Hoogstraate et al., 2001). Overflatecellene har kort 
levetid ettersom de kontinuerlig utsettes for mekanisk og kjemisk slitasje, og blir 
erstattet med celler fra det basale laget etterhvert som de dør (Sand et al., 2005). 
Plateepitelet i tannkjøttet og den harde gane fortil i den fremre delen av munnhulen 
blir utsatt for sterk slitasje og er derfor keratinisert. Ikke-keratinisert epitel finnes i 
den bløte gane baktil, samt på innsiden av kinn og lepper. Keratinisert epitel er 
mindre permeabelt enn ukeratinisert (Hoogstraate et al., 2001).     
Hovedbestanddelen i spytt er vann (over 99 %). Andre viktige bestanddeler er mucin 
som letter tygging og svelging, ulike enzymer som spalter stivelse og reduserer 
bakterieantallet i munnhulen, syrenøytraliserende hydrogenkarbonat som beskytter 
tennenes emalje, samt flere proteiner, elektrolytter og nukleinsyrer.  
Det produseres mellom en og to liter spyttsekret i løpet av et døgn. I tillegg til små 
spyttkjertler lokalisert i munnhulen, ligger det tre store spyttkjertler utenfor selve 
fordøyelseskanalen. Disse kjertlene er kalt ørespytt-, kjevespytt- og 
tungespyttkjertelen, og fører sekret via kanaler til munnhulen. Sekretet fra de små 
kjertlene i munnhulen er tyktflytende og mucinrikt, mens sekretet fra 
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ørespyttkjertelen er tyntflytende. Kjeve- og tungespyttkjertelen produserer et sekret 
som har en middels tyktflytende konsistens. Det mucinrike sekretet danner en 
beskyttende film som dekker hele munnhulen (Salamat-Miller et al., 2005; Sand et 
al., 2005). 
 
Figur 2-1: a) Munnhulen er definert som hulrommet mellom lepper og svelg. 
b) Enkel illustrasjon av munnhulen innvendig (Tidsskriftet, 2006). 
 
2.1.2 Munnhulen som mål for behandling 
Lokalbehandling av munnhulen er nødvendig for å behandle tilstander som 
munntørrhet, karies, orale sår, tannkjøttbetennelse og soppinfeksjon (Hoogstraate et 
al., 2001). Ulike formuleringer blir brukt for lokalbehandling av munnhulen, 
eksempelvis finnes munnskyllevæsker og gurglevann, tyggegummi, sugetabletter, 
oppløsninger, munnspray, tannlakk, dentalgel og dentalinnlegg på det norske 
markedet (Felleskatalogen, 2010). 
Lokalbehandling av munnhulen blir påvirket av matinntak, spyttsekresjon, tygging og 
svelging. Legemiddelformuleringer til lokalbehandling i munnhulen har kort 
residenstid som følge av bortvasking og fortynning med spytt, samt svelging av aktiv 
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substans. Enzymer i spytt kan degradere labile legemidler til tross for at enzymnivået 
i munnhulen er vesentlig lavere enn i mage-tarm-kanalen (Hoogstraate et al., 2001). 
Mukoadhesjon 
Bruk av mucoadhesive polymerer øker residenstiden ved lokalbehandling fordi 
formuleringen beskyttes mot fortynning, degradering og bortvasking. Ved systemisk 
behandling fører mucoadhesjon til økt biotilgjengelighet av legemidler grunnet økt 
konsentrasjon og kontakttid ved absorpsjonsoverflaten (Hillery, 2001). Mucoadhesive 
polymerer er utviklet for bruk til oral, bukkal, nasal, okular og vaginal 
legemiddeladministrering (Thirawong et al., 2007).  
Alle slimhinner i kroppen er dekket av et slimlag, også kalt mucinlag. Mucin er høyt 
glykosylerte glykoproteiner som dannes i alle slimproduserende celler (Lindskog, 
2003). Mekanismer for hvordan polymerer fester seg til mucinlaget er ikke 
fullstendig kartlagt, men det finnes flere teorier på hvordan mucoadhesjon oppstår. 
Mucinlaget er negativt ladet ved fysiologisk pH, og kationiske polymerer kan dermed 
bli bundet via elektrostatisk interaksjon. Anioniske polymerer oppnår normalt bedre 
mucoadhesjon enn kationiske polymerer, og mucoadhesjon oppstår da ved hjelp av 
hydrogenbindinger, van der Waals krefter og hydrofobe interaksjoner. Også 
kovalente bindinger og disulfidbindinger er funnet å ha betydning for mucoadhesjon 
(Hagesaether et al., 2007; Salamat-Miller et al., 2005; Thirawong et al., 2007).   
2.2 Pektin 
Pektin er en av hovedbestanddelene i celleveggen hos høyerestående planter 
(Sorensen et al., 2009). I celleveggen bidrar pektin til utvikling og vekst av 
celleveggstrukturen ved å regulere blant annet porestørrelse, ionetransport og 
vannretensjon. Pektin har en viktig funksjon i plantens forsvar mot mikroorganismer, 
samt under fruktmodning.  
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En av hovedkildene til pektin er restprodukter fra fremstilling av saft og syltetøy, 
hvor pektinet ekstraheres fra fruktkjøtt og sitrusskall (Schols and Voragen, 2002). 
2.2.1 Kjemisk struktur 
Pektin er en gruppe komplekse polysakkarider (Mw 50 -150 kDa) som er bygget opp 
av ulike blokker med og uten sidekjeder, som har gitt betegnelsene de ”glatte” og de 
”hårete områdene” (Sande, 2005; Schols and Voragen, 2002). Pektinstrukturen er 
illustrert i Figur 2-2. 
 
 
Figur 2-2: Illustrasjon av pektinstrukturen (Hoefler, 2003). 
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De glatte områdene 
Den sure hovedkjeden, kalt galakturonan eller de ”glatte områdene”, utgjør 
hovedandelen (ca. 65 %) av pektinmolekylet og består av lineære α-D-
galakturonsyreenheter bundet i (1→4) posisjon (Mohnen, 2008). En varierende andel 
(30-80 %) av karboksylsyregruppene til galakturonsyreenhetene er forestret med 
metanol i posisjon C-6, og oppgis som metyleringsgraden (DM). En metyleringsgrad 
under og over 50 % gir henholdsvis betegnelsene lavmetoksylert pektin (LM-pektin) 
og høymetoksylert pektin (HM-pektin). For å oppnå en bedre kontroll på de 
fysikalske og reologiske egenskapene kan pektin derivatiseres til amidert pektin (Am-
pektin) ved at en andel (~ 20 %) av metoksygruppene i posisjon C-6 erstattes med 
amidgrupper (Figur 2-3) (Schols and Voragen, 2002; Thirawong et al., 2007).  
 
 
Figur 2-3: α-D-galakturonsyre uten substituenter (øverst). Metyleringsgrad 
for de vanligste pektintypene (nederst) (Hagesaether et al., 2007). 
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Andelen frie syregrupper reduseres med substitusjonsgraden. LM-pektin har derfor 
flest frie syregrupper (~ 65 %), Am-pektin har et middels nivå (~ 50 %) og HM-
pektin har færrest (~ 70 %) (Hagesaether et al., 2007). 
I tilknytning til de ”glatte områdene” kan blokker med høy forgrening av sjeldne 
sukkere forekomme på hovedkjeden til normalt ni α-D-(1→4) galakturonsyreenheter. 
Disse områdene utgjør omtrent 10 % av pektinstrukturen og kalles 
rhamnogalakturonan II eller ”forgrenet galakturonan” (Mohnen, 2008). 
De hårete områdene 
En mindre andel (25-30 %) av pektinmolekylet, kalt rhamnogalakturonan I eller de 
”hårete områdene”, har sidekjeder av oligo- og polysakkarider. Hovedkjeden til de 
hårete områdene består av alternerende enheter av (1→2) bundet α-L 
rhamnopyranose- og (1→4) bundet galakturonsyre. 20-80 % av rhamnoseenhetene er 
forgrenet med nøytrale sukkerkjeder av L-arabinose- og D-galaktoseenheter, hvor 
lengden varierer fra kun noen få til femti sukkerenheter. Ulik andel av sukkerkjeder 
bundet til hovedkjeden, samt ulik sammensetning og kjedelengde gir en høy grad av 
variasjon i de ”hårete områdene”. Sidekjedene øker også fleksibiliteten av 
pektinstrukturen (Mohnen, 2008; Schols and Voragen, 2002). 
2.2.2 Stabilitet 
Kjemisk stabilitet 
Hydrolyse oppstår i surt og basisk miljø tross lav temperatur (0-4 °C). I surt miljø 
hydrolyseres metoksy- og acetylgruppene raskt, og bindingene involvert i sidekjedene 
hydrolyseres før bindingene mellom galakturonsyreenhetene i hovedkjeden. I nøytralt 
og basisk miljø kan hovedkjeden depolymeriseres ved β-eliminering. Pektinløsninger 
er mest stabile i pH-området 3-4 (Schols and Voragen, 2002). 
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Enzymatisk stabilitet 
En rekke ulike pektindegraderende enzymer, pektinaser, er involvert i degraderingen 
av pektin. Pektinasene finnes i mikroorganismer og plantevev, og betegnes etter 
hvilke områder av polymeren de degraderer. Polygalakturonaser og pektat lyaser 
bryter glykosidbindinger i de ”glatte områdene”, mens rhamnogalakturonaser bryter 
glykosidbindinger i de ”hårete områdene”. Pektinesteraser og pektinacetylesteraser 
bryter ned polymeren ved henholdsvis deesterifisering av syregrupper i de ”glatte 
områdene” og deacetylering av hydroksylgrupper i både de ”glatte og hårete 
områdene” (Tucker and Seymore, 2002). 
Det er vist at pektin ikke nedbrytes av enzymer i spytt eller magesaft hos menneske 
og hund, men at nedbrytningen skjer ved fermentering av enzymatiske bakterier i 
tykktarm (Knaup et al., 2008; Thakur et al., 1997).  
2.2.3 Anvendelse av pektin  
Pektin er godkjent til bruk i matvarer og farmasøytiske preparater av FDA (US Food 
and Drug Administration) og WHO (World Health Organization) (Thakur et al., 
1997). Egenskapene til pektin som geldanner, stabilisator og emulgator har vært 
benyttet i matvareindustrien i lang tid, eksempelvis i syltetøy, geléer, frosne bær samt 
diverse bake- og drikkevarer. Pektin er også benyttet som erstatning for fett og sukker 
i kalorifattig mat og drikke (Mohnen, 2008; Thakur et al., 1997). Innen farmasøytisk 
industri blir pektin blant annet testet ut som komponent i mucoadhesive plaster 
(Burgalassi et al., 1996; Shen and Mitragotril, 2002) og som komponent i fremstilling 
av biodegraderbare filmer og skum (Mohnen, 2008).  
Biologisk aktivitet 
De biologiske aktivitetene er hovedsaklig knyttet til de ”hårete områdene” og de 
komplekse forgrenede områdene i tilknytning til de ”glatte områdene” hos 
polymeren. Pektin har vist å senke LDL (low density lipoprotein), aktivere 
komplimentsystemet og binde gallesyrer og toksiske substanser med kationisk 
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ladning (Schols and Voragen, 2002; Smestad-Paulsen, 2002). Pektin er brukt i 
behandling av diaré hos barn (Aggett et al., 2003). 
Økt inntak av pektin (20 g eplemos i 4 uker) resulterte i en forsinket tømming av 
mageinnhold, og dermed en forsinket absorpsjon av næringsstoffer (Shinohara et al., 
2010). Pektins evne til å svelle i det vandige miljøet i mage-tarm-kanalen kan ha 
hindret kontakten mellom degraderende enzymer og maten i magesekken. 
Lavmetoksylert pektin har i kombinasjon med aluminium- og magnesiumoksid vist å 
ha effekt mot mage- og tolvfingertarmsår, mens høymetoksylert pektin har vist å 
forlenge frigjøringen av acetylsalisylsyre (Aspirin®), samt å redusere irritasjonen av 
mage-tarm-kanalen (Thakur et al., 1997). In vitro studier har vist at pektin har en 
svak antibakteriell effekt mot Escherichia coli (Thakur et al., 1997).  
Mucoadhesive egenskaper 
En polymer må ha sterke hydrogenbindende grupper som hydroksyl-, karboksyl-, 
amin- og amid-grupper, samt sterk anionisk eller kationisk ladning for å oppnå 
mucoadhesive egenskaper. I tillegg må polymeren ha høy molekylvekt (> 100000 
Da), tilstrekkelig grad av fleksibilitet og overflateaktive egenskaper for å kunne 
sammenfiltres med mucinlaget (Hillery, 2001; Thirawong et al., 2007).  
Flere polymerer har mucoadhesive egenskaper, eksempelvis cellulosederivater, 
polyakrylsyre polymerer, alginater og kitosan (Dodou et al., 2005; Hagesaether et al., 
2007; Salamat-Miller et al., 2005). Pektin har blitt sammenlignet med mucoadhesive 
polymerer i en rekke studier, hvor resultatene varierer i høy grad om hvorvidt pektin 
har ingen (Lehr et al., 1992), svake (Ali and Lehmussaari, 2006; Duchêne et al., 
1988; Nafee et al., 2004) eller sterke mucoadhesive egenskaper (Hagesaether and 
Sande, 2007; Nafee et al., 2004; Schmidgall and Hensel, 2002; Thirawong et al., 
2007). 
En generell klassifisering av pektin som en svak mucoadhesiv polymer er ikke 
korrekt ettersom studier har vist at graden av mukoadhesjon avhenger av pektintype. 
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Molekylvekt og substitusjonsgrad har vist å ha betydning for grad av mucoadhesjon 
(Hagesaether and Sande, 2007; Thirawong et al., 2007). Det er funnet mucoadhesive 
egenskaper hos lav- og høymetoksylert pektin i en rekke studier (Hagesaether and 
Sande, 2007; Schmidgall and Hensel, 2002; Takeda et al., 2007; Thirawong et al., 
2007). Graden av mucoadhesjon hos amidert pektin har både vist å ligge i samme 
område som lavmetoksylert pektin (Hagesaether and Sande, 2007), og å være høyere 
(Thirawong et al., 2007).  
2.3 Liposomer 
Liposomer ble oppdaget av Alec Bangham på midten av 1960-tallet, som fant at det 
ble dannet lipidvesikler ved hydrering av en tørr lipidfilm (Allen, 1994; Anderson 
and Omri, 2004). Tanken på liposomer som et leveringssystem for legemidler ble 
først undersøkt av Gregoriadis tidlig på 1970-tallet (Gregoriadis, 1973). FDA (US 
Food and Drug Administration) godkjente bruk av liposomer som legemiddelbærere. 
Utviklingen av den første liposomale formuleringen viste seg å ta over tjue år 
(Crommelin et al., 2001; Subramaniam et al., 2010).  
Utviklingen av liposomer som bærere for legemidler, proteiner, enzymer og genetisk 
materiale har fortsatt frem til i dag. Liposomer er biodegraderbare og anses som lite 
toksiske ved bruk (Ueno et al., 1991). Ideelle liposomale formuleringer med optimal 
stabilitet utvikles blant annet for å øke residenstiden ved lokalbehandling, redusere 
toksisiteten ved administrering av toksiske substanser, øke passivt og spesifikt 
legemiddelopptak og for å oppnå kontrollert frisetting (Hoogstraate et al., 2001). De 
største utfordringene med liposomale formuleringer er å oppnå kontrollert frisetting 
samt tilstrekkelig stabilitet in vivo. De kolloidale bærerne kan administreres oralt, 
topikalt, intravenøst eller intramuskulært (Crommelin et al., 2001; Florence and 
Attwood, 2006). 
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2.3.1 Kjemisk struktur 
Liposomer er vesikkelstrukturer bestående av fosfolipider i et eller flere dobbeltlag 
med et vandig indre miljø. Liposomdiameteren varierer fra 0,02-20 µm. Unilamellære 
liposomer består av ett dobbeltlag som omgir den vandige kjernen, mens 
multilamellære liposomer består av flere dobbeltlag med vandig miljø i kjernen, samt 
mellom dobbeltlagene. 
I vandig medium orienterer fosfolipidene seg på en bestemt måte for å oppnå den 
mest stabile termodynamiske konformasjonen, det hydrofile hodet vender mot det 
vandige mediumet, mens de hydrofobe halene vender mot hverandre for å unngå 
kontakt med det vandige mediumet (Figur 2-4) (Crommelin et al., 2001). 
 
  
Figur 2-4: Illustrasjon av dobbeltlaget av lipider, samt en unilamellær 
lipsomstruktur (SupernovaCondensate, 2008). 
 
Hydrofobe substanser kan innkapsles i de hydrofobe dobbeltlagene, mens hydrofile 
kan innkapsles i kjernen eller i det vandige miljøet mellom de hydrofobe 
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dobbeltlagene. Amfifile legemidler kan både innkapsles i hydrofile og hydrofobe 
deler av liposomstrukturen (Florence and Attwood, 2006).  
Fosfolipidene har amfipatiske egenskaper, og er normalt benyttet ved 
liposomfremstilling. De består av en hydrofil hodegruppe og to hydrofobe haler 
(fettsyrekjeder) som er forestret til glyserolenheten. Fettsyrenes kjedelengde, samt 
grad av lipidmetting varierer. Hodegruppen kan være ladet (positiv, negativ, 
zwitterionisk) eller nøytral. Fosfatidylkolin (PC), fosfatidylglyserol (PG) og 
fosfatidylserin (PS) er tre vanlige fosfolipider benyttet ved fremstilling av liposomer 
(Tabell 2-1) (Lasic, 1993).  
Tabell 2-1: Strukturformler for vanlige fosfolipider i liposomfremstilling 
Generell struktur av fosfolipid Hodegruppe, - X Navn Ladning 
 
 
- CH2-CH2-N
+(CH3)3 Fosfatidylkolin (PC) Zwitterionisk 
   
- CH2-CH2-NH3
+ Fosfatidyletanolamin 
(PE) 
Zwitterionisk 
   
- CH2-CHOH-CH2OH Fosfatidylglyserol 
(PG) 
Negativ 
   
- CH2-CHNH3
+COO- Fosfatidylserin (PS) Negativ 
   
   
* R1 og R2 er mettede eller umettede fettsyrekjeder 
 
Fosfolipider fra naturlige kilder som soyabønner og eggeplomme, eksempelvis 
fosfatidylkolin (PC) og fosfatidyletanolamin (PE), har en høy grad av umettede 
lipider som gjør dem sensitive ovenfor oksidering. Fosfatidylkolin fra ulike kilder har 
vist variasjon av fettsyrene (Crommelin and Schreier, 1994). For å hindre store 
batchvariasjoner, samt for å redusere graden av umettede lipider benyttes modifiserte 
naturlige fosfolipider og semi- eller fullstendig syntetiske fosfolipider til 
liposomfremstilling. Fosfatidylkolin (PC) kan blant annet modifiseres til 
fosfatidylglyserol (PG) og fosfatidylserin (PS). 
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2.3.2 Stabilitet 
Oksidering av umettede lipidkomponenter, samt hydrolyse av esterbindinger fører til 
kjemisk degradering av fosfolipidene. Fysikalske prosesser som påvirker 
holdbarheten til liposomer er flokkulering og aggregering. Flere faktorer påvirker 
graden av kjemisk og fysisk destabilisering, blant annet lipidsammensetning, 
kolesterolinnhold, lagringstemperatur, pH, buffersammensetning, samt størrelse og 
zetapotensiale av liposomene. Ved å regulere disse parameterne kan liposomale 
leveringssystemer ”skreddersys” for å oppnå optimal stabilitet og dermed en 
kontrollert frisetting av en rekke innkapslede substanser. Lekkasjehastigheten 
påvirkes også av fysikalsk-kjemiske egenskapene hos den innkapslede substansen 
(Anderson and Omri, 2004; Crommelin and Schreier, 1994).  
Kjemisk stabilitet 
Den kjemiske stabiliteten av liposomer avhenger av graden av mettede og umettede 
lipider, fettsyrenes kjedelengde samt størrelse og ladning på de polare hodene.  
Liposomer av fullstendig mettede lipider er mer stabile enn liposomer av umettede 
lipider siden peroksidering av umettede lipider øker permeabiliteten av fosfolipid-
dobbeltlaget. Dersom umettede lipider benyttes, kan oksideringsgraden bli redusert 
ved tilsetting av antioksidanter, samt ved å oppbevare liposomene kjølig og mørkt i 
en oksygenfri atmosfære (Crommelin and Schreier, 1994). Fosfolipider med store 
hodegrupper blir hydrolysert saktere enn fosfolipider med mindre hodegrupper, og 
kan gi liposomer økt stabilitet (Grit and Crommelin, 1993). 
Studier utført på mettede, nøytrale lipider har vist at liposomer bestående av lipider 
med lange fettsyrekjeder var mest stabile. Ved økende kjedelengde øker også 
faseomvandlingstemperaturen (Tc) som er definert som den temperaturen hvor 
liposomstrukturen går fra gelfase til flytende krystallform. Permeabiliteten av 
dobbeltlaget øker i temperaturområdet rundt faseomvandlingstemperaturen og er 
større i flytende krystallform enn i gelfase (Anderson and Omri, 2004; Grit and 
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Crommelin, 1993). Hurtig frisetting av innkapslet substans kan derfor oppnås ved å 
bruke en lipidsammensetning med faseomvandlingstemperatur nær kroppstemperatur. 
Dipalmitoylfosfatidyl kolin (DPPC) er et mettet, semisyntetisk fosfolipid med Tc på 
41,4 °C, og vil derfor være i gelfase i romtemperatur (Anderson and Omri, 2004). 
Umettede liposomer har lavere Tc og vil derfor være i flytende krystallfase i 
romtemperatur. 
Ved hydrolyse av fosfolipider som fosfatidyl kolin (PC) kan fire esterbindinger 
spaltes. Dersom kun én fettsyre gjenstår etter hydrolyse, dannes lyso-PC (Figur 2-5). 
Ved dannelse av lyso-PC endres de fysikalsk-kjemiske egenskapene hos lipid 
dobbeltlaget betraktelig (Crommelin et al., 1993). 
 
Figur 2-5: Hydrolyse av fosfolipid (Biotech-academy, 2010). 
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Destabiliseringen skjer i høyere grad ved oppbevaring i romtemperatur (~ 25 °C) enn 
ved kjølig oppbevaring (~ 4 °C) (du Plessis et al., 1996). Ved kjølig oppbevaring, 
samt optimal pH i løsningen (~ 6,5) kan hydrolysehastigheten reduseres (Crommelin 
and Schreier, 1994).  
Ved å tilsette kolesterol i optimale mengder kan frisettingsgraden kontrolleres 
ytterligere. Kolesterol har en rigid, flat steroidstruktur som bidrar til å øke stabiliteten 
av liposomer som befinner seg i flytende krystallform, ved å anordne lipidene i en 
tettere konformasjon. Permeabiliteten av slike dobbeltlag kan reduseres ved tilsetting 
av 30 % kolesterol. Dette er gunstig for substanser som skal være innkapslet over 
lengre tid (Anderson and Omri, 2004; Manosroi et al., 2008). Lavere prosentandeler 
kolesterol (5-8 %) i lipidmembranen har vist å redusere stabiliteten av liposomer ved 
å øke lekkasjen av innkapslet substans (Corvera et al., 1992). 
Fysikalsk stabilitet 
Flokkulering og aggregering er reversible prosesser som oppstår når flere liposomer 
går sammen til større aggregater. Dersom liposomene destabiliseres ytterligere, 
dannes ikke-reversible kolloide strukturer ved fusjonering. Dette fører til permanente 
størrelsesendringer, og i mange tilfeller til hurtig og ukontrollert lekkasje av 
innkapslet substans (Crommelin and Schreier, 1994).  
Lipider som er ladet ved fysikalsk pH har vist motstand mot fysikalsk degradering 
ettersom ladningen fører til at liposomene frastøter hverandre (Crommelin and 
Schreier, 1994). Lekkasje av innkapslet substans har vist å være lavere for små enn 
for store liposomer med lik lipidsammensetning. Liposomer i størrelsesområdet 100-
200 nm har vist å være mest stabile (Anderson and Omri, 2004).   
Destabilisering av liposomsuspensjoner er problematisk med tanke på langvarig 
oppbevaring. Ved frysetørring kan det produseres liposomale preparater med lang 
holdbarhet. Frysetørring av liposomer etterfulgt av rehydrering har vist å påvirke den 
fysikalske stabiliteten i høy grad. Mange faktorer har vist å ha betydning for det 
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endelige produktet, både prosessvariabler og egenskaper hos liposomformuleringen. 
Hastighet og temperatur ved nedfrysing, tid for frysetørring og rehyderingsbetingelser 
er eksempler på viktige prosessvariabler, mens interaksjonsgrad mellom innkapslet 
komponent og lipidmembran, lipidsammensetning og liposomstørrelse er egenskaper 
hos liposomformuleringen som har vist å ha betydning. Graden av aggregering og 
fusjonering ved frysetørring og rehydrering har blitt redusert ved bruk av 
kryoprotektorer. Vanlige kryoprotektorer i bruk er ulike sukkere (sakkarider) og 
polyalkoholer (Crommelin et al., 1993). 
2.3.3 Overflatemodifisering av liposomer 
Tradisjonelle liposomer har mange begrensninger, som kort sirkulasjonstid i plasma, 
liten grad av målstyring, dårlig kjemisk og fysikalsk stabilitet, samt dårlig stabilitet in 
vivo. Interessen for overflatemodifisering av liposomer er stor siden overflate-
modifiserte liposomer har vist å oppnå økt stabilitet, forlenget sirkuleringstid i 
plasma, kontrollert frisetting samt å kunne beskyttelse mot degradering in vivo 
(Lemarchand et al., 2004). 
Liposomer dekket av hydrofile polymer har vist å oppnå forlenget sirkulasjonstid i 
plasma, og betegnes sterisk stabiliserte liposomer siden de hydrerte gruppene hos 
polymeren danner en sterisk barriere mot blant annet cellulære komponenter i plasma. 
Polyetylen glykol (PEG) er en hydrofil polymer som har vist å øke sirkulasjonstiden i 
plasma ved å hindre adsorpsjon av proteiner in vivo og dermed unngå å bli tatt opp av 
fagocytterende celler (Crommelin et al., 2001; Lemarchand et al., 2004). Ved dekking 
av liposomer med dekstran, pullulan, sialinsyre og glykolipider er det også vist et 
redusert opptak fra det retikuloendoteliale system (RES) (Allen, 1994).  
Mucoadhesive liposomer kan fremstilles ved dekking med polymerer som kitosan, 
karbopol, pektin og hyaluronsyre (Dodou et al., 2005; Hagesaether et al., 2007; 
Salamat-Miller et al., 2005; Yerushalmi and Margalit, 1998). Ved å dekke liposomer 
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med polymerer kan økt stabilitet oppnås grunnet sterisk og elektrostatisk frastøtning 
(Florence and Attwood, 2006). 
2.4 Karakterisering av liposomer 
2.4.1 Partikkelstørrelse 
Ved måling av partikkelstørrelse med foton korrelasjons spektroskopi (PCS) sendes 
laserlys mot en prøve. Det spredte lyset detekteres ved en eller flere vinkler og 
transformeres til et elektrisk signal (Malvern, 1999). Ved måling av partikkelstørrelse 
med instrumentene Malvern Zetasizer 1000 og Coulter N4 Plus Submicron Particle 
Sizer benyttes helium-neon som laserlys, og det spredte lyset detekteres ved 90°.  
Med PCS måles brownske bevegelser i prøven. Intensitetsforandringer detekteres ved 
bevegelse innenfor et kort tidsintervall (mikro- til millisekunder). Jo større partikler, 
dess saktere er de brownske bevegelsene. Med PCS detekteres derfor små og store 
partikler som henholdsvis økte og reduserte intensitetsfluktuasjoner ved hjelp av 
lysspredning (Coulter, 1995; Malvern, 1999).   
Disse intensitetsfluktuasjonene kan relateres til den hydrodynamiske diameteren til 
partiklene ved kalkulering av diffusjonshastigheten ved bruk av Stokes-Einsteins 
likning:   hvor 
 =  hydrodynamisk diameter 
 =  diffusjonshastigheten 
 =  Boltzmanns konstant 
 =  absolutt temperatur 
 =  viskositet 
 
Likningen viser at diffusjonshastigheten til partikler i en væske avhenger av 
partikkelstørrelsen, samt temperatur og viskositet i væskemediumet. Ved 
størrelsesmåling må derfor temperatur og viskositet være kjent for å kunne beregne 
partikkelstørrelsen (Coulter, 1995; Malvern, 1999).  
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Polydispersitetsindeksen (PI) tilsvarer bredden på fordelingen og blir oppgitt i en 
skala fra 0 til 1. PI øker ved økende grad av polydispersitet. Ved PI > 0,7 er 
fordelingen svært polydispers. Prøver i dette området kan ligge utenfor det egnede 
område for størrelsesmåling med PCS (Malvern, 1999). 
2.4.2 Zetapotensiale 
Stabiliteten av en kolloidal dispersjon blir sterkt påvirket av de elektrostatiske 
kreftene som oppstår i grenseoverflaten når partikler kommer i kontakt med et vandig 
medium. Det eksisterer et elektrisk dobbeltlag rundt hver partikkel, hvor det indre 
laget (Stern lag) har en høy konsentrasjon av motioner adsorbert tett til 
partikkeloverflaten. I det ytre laget reduseres konsentrasjonen av ioner med økende 
avstand til partikkeloverflaten. Ladningen på partikkeloverflaten synker fra 
overflateladningen (ψ0), til ladningen i Stern planet (ψδ), til likevekt i det ytre laget. 
Når en partikkel beveger seg, vil ioner innenfor en viss grense av det ytterste laget, 
kalt skyveplanet, følge med. Den nærmeste eksperimentelle tilnærmingen til ψδ er 
denne grensen, og ladningen ved skyveplanet kalles zetapotensialet (ζ) (Florence and 
Attwood, 2006). 
Zetapotensialet kan blant annet måles ved hjelp av elektroforese. Ved elektroforese 
påføres ladede partikler suspendert i et vandig medium et elektrisk felt. De ladede 
partiklene vil dermed bevege seg mot elektroden med motsatt ladning. Hastigheten 
avhenger av styrken på det elektriske feltet, partikkelens zetapotensiale, samt 
viskositeten og dielektrisitetskonstanten til det vandige mediumet, og betegnes som 
partikkelens elektroforetiske mobilitet (Malvern, 1999). Dersom 
dielektrisitetskonstanten og viskositeten av mediumet er kjent, kan zetapotensialet 
beregnes på grunnlag av den elektroforetiske mobiliteten ved hjelp av Henrys likning:  
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 =   hvor 
 =  zetapotensialet 
 =  elektroforetisk mobilitet 
 =  dielektrisitetskonstant 
 =  viskositet 
 
=  Henrys funksjon 
 
Teknikken som benyttes av Zetasizer 2000 betegnes mikroelektroforese, og 
bestemmer partiklenes hastighet ved å måle graden av lysspredning fra partikler i 
bevegelse. Partiklenes hastighet relateres til zetapotensialet (Malvern, 1999).   
Det elektriske dobbeltlaget betegnes som Debye-Huckels lengdeparameter (1/K). 
Elektrolyttkonsentrasjonen (κ) i det vandige mediumet har betyding for tykkelsen på 
det elektriske dobbeltlaget ettersom lav og høy κ resulterer i et henholdsvis bredt og 
komprimert dobbeltlag (Florence and Attwood, 2006). Zetapotensialet må derfor 
måles i det aktuelle mediumet for partiklene.   
Zetapotensialet gir en god indikasjon på stabiliteten av et kolloidalt system. 
Liposomer med et positivt eller et negativt zetapotensiale vil frastøte hverandre, og 
redusere tendensen til flokkulering og videre aggregatdannelse (Malvern, 1999). 
Suspensjoner med et zetapotensiale på henholdsvis over 30 mV eller under -30 mV 
blir ansett som stabile (Malvern, 1999).  
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3. Materialer, løsninger, instrumenter og utstyr 
3.1 Materialer 
Pektintyper Grad av 
esterifisering 
Produkt-navn Produsent 
Lavmetoksylert pektin (LM-
pektin), *Mw:1,8 x 10
4
 g/mol 
34,8 % Genu ® pectin 
LM12 CG-Z 
CPKelco, 
Tyskland 
    
Høymetoksylert pektin (HM-
pektin), *Mw:1,3 x 10
5
 g/mol 
70,2 % Genu ® pectin 
150 USA-SAG 
CPKelco, 
Danmark 
    
Amidert pektin (AM-pektin), 
*Mw:7,2 x 10
4
 g/mol 
Ikke oppgitt Genu ® pectin 
LM-02 AS 
CPKelco, 
Danmark 
*Mw er beregnet i foregående masteroppgave etter Mark-Houwink-Sakurada likningen: 
=Mw
 α
 (Alund, 2009). 
 
 
 
Lipider Forkortelse K-nummer Produsent 
Dipalmitoyl phosphatidyl choline, 
C40H80NO8P 
DPPC 563071-1/06 Lipoid, GMbH, 
Tyskland  
    
1,2-dipalmitoyl-3-trimethyl-
ammonium propane, 
C38H76NO4Cl  
DPTAP Lot 
160TAP18, 
160TAP25 
Avanti Polar 
Lipids Inc, USA  
    
Lysophosphatidyl choline, 
C24H50NO7P 
LPC Lot 
70H8383 
Sigma Chemical 
Co, USA 
 
 
Andre kjemikalier K-nummer Produsent 
5-carboxyfluorescein, C21H12O7, p.a. Lot 10H4062 Sigma, USA 
   
7-amino-4-methyl-coumarin, C10H9NO2, p.a. Lot 37H5007 Sigma, Tyskland 
   
Ammoniumheptamolybdat-tetrahydrat, 
H24Mo7N6O24 x 4 H2O, p.a. 
A131682831 Merck, Tyskland 
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L(+)-Askorbinsyre, C6H8O6, p.a. F5722227006 Merck, Tyskland 
   
Calcein, C30H26N2O13, p.a. Lot 65H0986 Sigma, Japan 
   
Kininsulfat, (C20H24N2O2)2 x H2SO4 x 2H2O, 
p.a. 
305045 NMD, Norge 
   
Kloroform, CHCl3, p.a. K37450345731, 
K38868045829 
Merck, Tyskland 
   
Kobbersulfat pentahydrat, CuSO4 x 5H2O, p.a. A779290727 Merck,  Tyskland 
   
Metanol, CH3OH, p.a. K38629709827 Merck, Tyskland 
   
di-Natriumhydrogenfosfat-dihydrat, Na2HPO4 
x 2H2O, p.a. 
K19893980 Merck, Tyskland 
   
Natriumdihydrogenfosfat-monohydrat, 
NaH2PO4 x H2O, p.a. 
A942646 Merck,  Tyskland 
   
o-Fosforsyre 85 %, H3PO4, p.a. K37307873720 Merck, Tyskland 
   
Perklorsyre 70-72 %, HClO4, p.a. 622C589519 Merck, Tyskland 
   
Triton X-100 (t-Octylphenoxy-
polyethoxyethanol), p.a. 
Lot 48H0208 Sigma Ultra, 
Tyskland 
 
 
3.2 Løsninger 
3.2.1 Fosfatbuffer 5 mM 
345 mg natrium dihydrogenfosfat-monohydrat (NaH2PO4 x H2O) og 445 mg di-
natriumhydrogenfosfat-dihydrat (Na2HPO4 x 2H2O) ble veid ut på finvekt, overført til 
en 1000 ml målekolbe og løst i destillert, ionebyttet vann ad 1000 ml. pH ble justert 
til 6,8 ± 0,1 med noen dråper 1M H2SO4 eller 10 M HCl. Løsningen ble filtrert 
gjennom ett membranfilter (anodisc 0,2 µm), overført til glassflaske og oppbevart i 
kjøleskap.  
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3.2.2 Pektinløsninger 0,05 % (w/w)  
50 mg opprenset pektin ble løst i 99,95 g 5 mM fosfatbuffer (kap.3.2.1) ved omrøring 
på magnetrører over natt i romtemperatur. Løsningen ble dekket til under omrøring. 
Neste dag ble løsningen filtrert én gang gjennom ett polykarbonat membranfilter 
(nuclepore 2 µm) ved hjelp av ekstruder ved 45 °C.  
3.2.3 5-carboxyfluorescein 1,5 mM (w/v) 
28,2 mg 5-carboxyfluorescein (C21H12O7) ble veid ut på finvekt og overført til en 50 
ml målekolbe. 5 mM fosfatbuffer (kap.3.2.1) ble tilsatt ad 50 ml. For å få løst 5-
carboxyfluorescein ble pH justert til 6,77 ved tilsetting av noen dråper 1 M NaOH. 
Løsningen ble overført til et brunt hetteglass, proppet og oppbevart i kjøleskap. 
Løsningen ble beskyttet mot lys under tillaging og oppbevaring.  
3.2.4 Kininsulfat 1,5 mM (w/v) 
20 mg kininsulfat ((C20H24N2O2)2 x H2SO4 x 2H2O) ble veid ut på finvekt og løst i 17 
ml destillert, ionebyttet vann. pH ble justert til 2,2 ved tilsetting av noen dråper 1 M 
svovelsyre (H2SO4). Løsningen ble beskyttet mot lys under tillaging.  
3.2.5 Triton X-100 2 % (w/v) 
1,00 g triton X-100 ble veid ut på finvekt i en 50 ml målekolbe. 5 mM fosfatbuffer 
(kap.3.2.1) ble tilsatt ad 50 ml. Løsningen ble overført til hetteglass, proppet og 
oppbevart i kjøleskap. 
3.2.6 Natriumdihydrogenfosfat 50 mM (w/v)  
1,725 g natriumdihydrogenfosfat-monohydrat (NaH2PO4 x H2O) ble veid ut på 
finvekt, overført til en 250 ml målekolbe og løst i ionebyttet, destillert vann ad 250 
ml. Løsningen ble oppbevart i kjøleskap. 
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3.2.7 Ammoniumheptamolybdat 1,25 % (w/v) 
1.31 g* ammoniumheptamolybdat-tetrahydrat (H24MO7N6O24 x 4H2O) ble veid inn på 
finvekt, overført til en 100 ml målekolbe og løst i ionebyttet, destillert vann ad 100 
ml. Løsningen ble oppbevart i kjøleskap.  
*1,31 g gir konsentrasjonen 1,25 % (w/v) ved bruk av ammoniumheptamolybdat-
tetrahydrat fremfor monohydrat. 
3.2.8 Askorbinsyreløsning 5 % (w/v) 
2,50 g L(+)-Askorbinsyre (C6H8O6) ble veid inn på finvekt, overført til en 50 ml 
målekolbe og løst i ionebyttet, destillert vann ad 50 ml. Askorbinsyreløsningen var 
nylaget for hver fosfatanalyse.  
3.2.9 Fremkallingsreagens HPTLC-metode 
25,0 g kobbersulfat pentahydrat (CuSO4  x 5H2O) og 23,5 g o-fosforsyre 85 %  ble 
veid inn på finvekt. Saltet ble overført til en 250 ml målekolbe og løst ved tilsetting 
av litt ionebyttet, destillert vann før syren ble tilsatt forsiktig. Ionebyttet, destillert 
vann ble tilsatt ad 250 ml og løsningen ble filtrert gjennom et membranfilter (anodisc 
0,2 µm). Løsningens holdbarhet var en måned i romtemperatur (Dhanesar et al., 
1992).         
3.2.10 Stamløsninger av lipidene 
DPPC 10 mg/ml 
200 mg DPPC ble veid ut på finvekt i et veieskip av glass og overført til en 20 ml 
målekolbe. Veggene i veieskipet ble spylt med kloroform som ble tilsatt ad 20 ml. 
Stamløsningen ble overført til hetteglass og oppbevart i fryser. 
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DPTAP 2 mg/ml 
20 mg DPTAP ble veid ut på finvekt i et veieskip av glass og overført til en 10 ml 
målekolbe. Veggene i veieskipet ble spylt med kloroform som ble tilsatt ad 10 ml. 
Stamløsningen ble overført til hetteglass og oppbevart i fryser.   
LPC 0,676 mg/ml 
5,07 mg LPC ble veid ut på mikrovekt og løst i 7,5 ml kloroform og metanol i 
forholdet 2:1. Stamløsningen ble overført til hetteglass og oppbevart i fryser. 
Felles stamløsning av DPPC/DPTAP til HPTLC-analyse 
6,60 ml av stamløsning DPPC (10 mg/ml) og 3,23 ml av stamløsning DPTAP (2 
mg/ml) ble utpipettert i samme hetteglass og oppbevart i fryser.  
 
3.3 Instrumenter og utstyr 
3.3.1 Opprensing av pektin 
Sentrifuge Modell MP4, serienr. 24373087 International Equipment 
Company, USA 
   
Dialyseslange Spectra/Por ® 6 Dialysis Membrane 
Prodnr.: 132586. Volum: 8 ml/cm 
MW-cutt off : 8000 Daltons              
Spectrum Laboratories 
Inc, USA 
   
Metanolbad Hetofrig Heto Birkerød, Danmark 
   
Frysetørrer Christ Alpha-2-4 Martin Christ 
Gefriertrocknungsanlagen 
GmbH, Tyskland 
   
 Tilhørende vakuumpumpe, modell 
RV8 
Edwards High Vacuum 
International, England 
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3.3.2 Produksjon av udekkede og pektindekkede liposomer 
Rotavapor Membran vakuumpumpe, type Mz2C, 
serienr. 23911722 
Vacuubrand GmbH, 
Tyskland 
   
 Tilhørende vannbad, kjøleverk og 
styreenhet 
Heidolph, Tyskland 
   
Ekstruder Thermobarrel extruder Lipex Biomembranes Inc, 
Canada 
   
 Sirkulerende termostatisk vannbad, 
type GD120, serienr. GM0135020 
Grant Instruments Ltd, 
England 
   
Slangepumpe  Type 520 S 
 
Watson-Marlow Bredel 
Pumps, UK 
 Tilhørende silikonslange (indre 
diameter 1 mm, ytre diameter 3 mm). 
 
   
Magnetrører Modell Werke RO 5 power Ika, Tyskland 
 
3.3.3 Måling av partikkelstørrelse og zetapotensiale 
Partikkelstørrelse Malvern Zetasizer 1000 Malvern Instruments Ltd, 
England 
   
 Coulter N4 Plus Submicron Particle 
Sizer 
Coulter, USA 
   
Zetapotensiale Malvern Zetasizer 2000 Malvern Instruments Ltd, 
England 
 
3.3.4 Fluorescensmåling 
Whirlmikser Reax top  Heidolph, Tyskland 
   
Plateleser Wallac Victor
3
1420 Multilabel 
Counter 
Perkin-Elmer, USA 
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3.3.5 Fosfatanalyse 
Spektrofotometer Ultrospec II, modell 4052 LKB biochrom, England 
   
Blokkvarmer Modell Stuart  Bibby Scientific, England 
   
Whirlmikser Reax top  Heidolph, Tyskland 
   
Vannbad GD120, serienr. GM0135020 Grant Instruments Ltd., 
England 
 
3.3.6 Lipidanalyse med HPTLC 
Frysetørrer Virtis 25ES Virtis Company Inc., 
USA 
   
 Tilhørende vakuumpumpe: 
Leybold, Trivac D16B 
Engineering Company 
Inc., USA 
   
Dyppekar Chromatogram Immersion Device 3 
serienr. 150220 
CAMAG, Sveits 
   
Elueringskammer CAMAG horizontal developing 
chamber 
CAMAG, Sveits 
   
Platepåsetter CAMAG Linomat IV CAMAG, Sveits 
   
Appliseringssprøte Sample dosage syringe 100 µl CAMAG, Sveits 
   
HPTLC scanner CAMAG TLC Skanner 3, 
serienr.071120 
CAMAG, Sveits 
   
Varmeskap Modell 6000 Termaks, Norge 
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3.3.7 Diverse 
pH-meter Type MP220 Mettler-Toledo GMbH, 
Sveits 
   
Kalibrerings-
løsninger 
Bufferløsning pH 7 Prolabo, Frankrike 
 
 Bufferløsning pH 4 Prolabo, Frankrike 
   
Mikrovekt AD-4 Autobalance Perkin-Elmer, USA 
   
Finvekt Ag 204 Delta Range Mettler Toledo GmbH, 
Sveits 
   
Gelfiltrerings-
kolonner 
PD-10 Desalting Columns GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Sverige 
   
Lupe Leica MZ16 Leica microsystems, 
Tyskland 
   
Kyvetter Til måling av partikkelstørrelse: 
Polystyren kyvetter 
Aktiengesellschaft & 
Co, Tyskland 
   
 Til måling av absorbans: 
5 Pkgs kyvetter 
Kartell, Italia 
   
Filter Whatman® anodisc 47mm 0,2 µm 
(filtrering av løsninger)   
Schleicher & Schuell, 
England  
   
 Whatman® Drain-disc 25 mm PE 
(støttefilter ved ekstrudering) 
Schleicher & Schuell, 
England 
   
 Whatman® Nuclepore 200 nm 
(ekstrudering av liposomer) 
Schleicher & Schuell, 
England 
   
 Whatman® Nuclepore 2 µm 
(filtrering av pektinløsninger) 
Schleicher & Schuell, 
England 
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4. Metoder 
4.1 Opprensing av pektin 
Pektin ble løst i destillert, ionebyttet vann (konsentrasjon 1,5 % w/w) under omrøring 
på magnetrører over natt. Pektinløsningen ble overført til sentrifugerør av plast (125-
150 ml i hvert rør), og ble deretter sentrifugert ved 4400 rpm i to omganger à 60 
minutter med dekantering mellom hver sentrifugering. Supernatanten ble overført til 
en dialyseslange som var forbehandlet ved bløtlegging i destillert, ionebyttet vann i 
30 minutter før bruk. Dialyseslangen med supernatanten ble oppbevart i kjøleskap i 
en èn liters målesylinder fylt med destillert, ionebyttet vann. Vannet ble byttet ut sju 
ganger, og tiden mellom hvert vannbytte var minimum fire timer. Etter dialysering 
ble løsningen fordelt på flere èn liters rundkolber, og fryst ned ved automatisk 
rotering i metanolbad ved -40 °C i 10 minutter. Løsningen la seg som ½ - 2 cm tykke 
lag i kolbene. Etter nedfrysing ble kolbene frysetørret i to døgn. Opprenset pektin ble 
overført til plastbokser og oppbevart i kjøleskap.   
4.2 Fremstilling av liposomer 
Stamløsninger av lipidene ble utpipettert i 250 ml rundkolber. Metanol tilsvarende 
halve volumet av kloroform i stamløsningene ble tilsatt. Løsemiddel ble dampet av på 
rotavapor med omdreiningshastighet på 90 rpm under vakuum ved 40 °C. 
Rundkolbene roterte på rotavapor i ytterligere 20 minutter etter at filmene var tørre, 
og ble satt på vakuumpumpe over natt for fjerning av løsemiddelrester.  
Ved hydrering av kolbene ble lipidfilm og hydreringsmedium varmet opp til 70 °C. 
Hydreringsmedium ble tilsatt kolbene under manuell svinging. Lipidfilmene ble 
hydrert på rotavapor ved 70 °C med omdreiningshastihet 90 rpm i 10 minutter. 
Deretter ble kolbene satt til henstand i varmeskap ved 70 °C i to timer med manuell 
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svinging med jevne mellomrom. Etter avkjøling til romtemperatur ble kolbene 
oppbevart i kjøleskap over natt.  
Før ekstrudering ble liposomsuspensjonen varmet opp til 70 °C. Ekstruder ble skylt 
med 20 ml 5 mM fosfatbuffer (kap.3.2.1) før ekstrudering. Liposomsuspensjonen ble 
ekstrudert ti ganger. Trykket under ekstrudering var under 10 bar og det ble benyttet 
ett støttefilter og to polykarbonat membranfiltre (nuclepore 200 nm). 
Liposomsuspensjonen ble beskyttet mot lys under hydrering og ekstrudering.   
4.3 Dekking av liposomer med pektin 
Liposomsuspensjonen ble beskyttet mot lys under dekking.  
Slangepumpen ble skylt før bruk ved å pumpe igjennom 10 ml destillert, ionebyttet 
vann, deretter 10 ml etanol og igjen 20 ml destillert, ionebyttet vann ved høy 
hastighet (100 rpm). Brune hetteglass og magneter med samme størrelse ble skylt 
med destillert, ionebyttet vann og 5 mM fosfatbuffer (kap.3.2.1).  
Hvert hetteglass ble tilsatt 4 ml 0,05 % (w/w) pektinløsning (kap.3.2.2) og en magnet. 
Magnetrøreren var innstilt på 750 rpm, og når det kunne ses et dragsug i løsningen 
ble 1 ml liposomsuspensjon dryppet ned i hetteglasset med en hastighet på 20 rpm 
(~3,0 ml/min) ved hjelp av en slangepumpe med silikonslange. Omrøringen pågikk 
ved samme hastighet i ytterligere 5 minutter etter tilsetting av liposomsuspensjon. 
4.4 Gelfiltrering 
4.4.1 Metting av kolonner 
Nye kolonner ble mettet med positive liposomer (3 mM DPPC/DPTAP(10mol%)) i 5 
mM fosfatbuffer (kap.3.2.1) før bruk. Før metting ble kolonnen ekvilibrert med 25 ml 
5 mM fosfatbuffer. 2,5 ml liposomsuspensjon ble applisert og overskuddet av 
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liposomene ble eluert ut av kolonnen med 3,5 ml 5 mM fosfatbuffer før påfølgende 
vask av kolonnen med 50 ml 5 mM fosfatbuffer. 
4.4.2 Fjerning av ikke-innkapslet carboxyfluorescein    
Kolonnen ble ekvilibrert med 25 ml av 5 mM fosfatbuffer (kap.3.2.1). 2,5 ml 
liposomsuspensjon ble applisert og deretter eluert med 3,5 ml 5 mM fosfatbuffer. 
Kolonnen ble vasket med 75-100 ml 5 mM fosfatbuffer og deretter 75-100 ml 
destillert, ionebyttet vann etter bruk. 
4.4.3 Fjerning av utlekket carboxyfluorescein / skifting av ytre fase 
Kolonnen ble ekvilibrert med 25 ml destillert, ionebyttet vann. 2,5 ml 
liposomsuspensjon ble applisert og deretter eluert med 3,5 ml destillert, ionebyttet 
vann direkte i en 5 ml målekolbe og fortynnet med destillert, ionebyttet vann ad 5 ml. 
Mellom hver prøve ble kolonnene vasket med 50 ml destillert, ionebyttet vann. Det 
ble benyttet én kolonne for dekkede prøver og én kolonne for udekkede prøver for 
hver pektintype.  
4.5 Måling av partikkelstørrelse 
Det ble benyttet to instrumenter for måling av partikkelstørrelse i løpet av 
stabilitetsstudien, Zetasizer 1000 og Coulter N4 Plus Submicron Particle Size. 
Zetasizer 1000 ble erstattet av Coulter N4 Submicron Particle Sizer i løpet av 
stabilitetsstudien grunnet en defekt ved instrumentet.  
Partikkelstørrelse ble målt ved hjelp av foton korrelasjon spektroskopi (PCS). 
Målingene ble utført med en vinkel på 90 ° ved 25 °C. Viskositet (0,89 cP) og 
dielektrisitetskonstant (79) for vann ved 25 °C ble brukt. 
Måleresultatene kan analyseres med ulike algoritmer. CONTIN-analyse ble valgt 
fordi analysen er egnet til å bestemme størrelsen av jevne distribusjoner, samt 
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avdekke om fordelingen har flere topper tross lav oppløsning (Coulter, 1995; 
Malvern, 1999). 
Zetasizer 1000 
Enganskyvetter ble skylt med filtrert (nuclepore 200 nm) 5 mM fosfatbuffer 
(kap.3.2.1). 2 ml filtrert fosfatbuffer og 75 µl prøve ble tilsatt engangskyvetten. 
Konsentrasjonen til prøven skulle ligge i intensitetsområdet fra 50-500 KCps. 
Kyvettene ble kontrollert for støv og temperert i målecellen i fem minutter før 
måling. Hver prøve ble målt tre ganger. 
Coulter N4 Plus Submicron Particle Sizer 
Enganskyvetter ble skylt med filtrert (nuclepore 200 nm) 5 mM fosfatbuffer 
(kap.3.2.1). 2 ml filtrert fosfatbuffer og 80 µl prøve ble tilsatt engangskyvetten. 
Konsentrasjonen til prøven skulle ligge i intensitetsområdet fra 5,0 x 10
4 
-1,0 x 10
6
. 
Kyvettene ble kontrollert for støv og temperert i målecellen i fem minutter før 
måling. Hver prøve ble målt tre ganger. 
4.6 Måling av zetapotensiale 
Zetapotensialet ble målt med mikroelektroforese ved hjelp av Zetasizer 2000. 
Viskositet (0,89 cP) og dielektrisitetskonstant (79) for vann ved 25 °C ble brukt. 
Kapillæret ble vasket med 10 ml destillert, ionebyttet, filtert (0,22 µm) vann, 20 ml 
etanol 96 % (v/v) og ytterligere 30 ml destillert, ionebyttet, filtert vann før bruk. 5 ml 
standard (-50 mV ± 5 mV) ble testet før analysering av prøvene.  
Kapillæret ble fylt med 5 ml 5 mM fosfatbuffer (kap.3.2.1) før injisering av hver 
prøve. 3 ml 5 mM fosfatbuffer ble utpipettert til et plastbeger, tilsatt 300 µl prøve og 
blandet godt før injisering i kapillæret. Hver prøve ble analysert fem ganger.  
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Mellom hver prøve ble kapillæret vasket med 10 ml destillert, ionebyttet, filtert (0,22 
µm) vann, 10 ml etanol 96 % (v/v) og ytterligere 30 ml destillert, ionebyttet, filtert 
vann. 
4.7 Måling av pH 
pH-meteret ble kalibrert med to bufferløsninger (pH 4 og pH 7) før bruk. Fra hver 
prøve ble det overført 75 µl til et 0,5 ml eppendorfrør. Hver prøve ble målt én gang.  
4.8 Måling av fluorescens 
Tillaging av standardrekke 
Standardrekken var nylaget ved hver fluorescensmåling og ble beskyttet mot lys 
under tillaging. 
5-carboxyfluorescein 1,5 mM (w/v) (kap.3.2.3) ble fortynnet 1:500 med destillert, 
ionebyttet vann. 500 µl fortynnet carboxyfluoresceinløsning og 500 µl destillert, 
ionebyttet vann ble overført til et 1,5 ml eppendorfrør, og blandet på whirlmikser. Fra 
eppendorfrøret ble det overført 500 µl til et nytt eppendorfrør, og tilsatt 500 µl 
destillert, ionebyttet vann. Videre fortynning i 12 nye eppendorfrør gav en 
standardrekke av carboxyfluorescein i område 3,66 x 10
-5
 til 1,88 x 10
-2 
nmol. 
Prøveløsninger  
Prøveløsningene ble beskyttet mot lys under prøveopparbeidelse. Prøvevolum à 2,5 
ml ble utpipettert fra de originale prøveglassene (som ble oppbevart gjennom hele 
stabilitetsstudien), og gelfiltrert som beskrevet over (kap.4.4.3). 500 µl ml prøve ble 
utpipettert til en 5 ml målekolbe og fortynnet med destillert, ionebyttet vann ad 5 ml.  
Utpipettering på plate 
Standardfortynninger og prøveløsninger ble beskyttet mot lys under utpipettering. 50 
µl av standardfortynninger og 50 µl av prøvefortynninger ble utpipettert i separate 
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brønner på en hvit plate. 50 µl triton X-100 2 % (kap.3.2.5) ble tilsatt hver brønn 
(Lopez et al., 1998). Fluorescensen i hver brønn ble målt ved hjelp av Wallac 
Victor
3
1420 Multilabel Counter. Instrumentinnstillinger er oppgitt i Tabell 4-1. 
Tabell 4-1: Innstillinger ved fluorescensmåling 
Teknologi og platetype  
Teknologi Prompt fluorometry 
Plate Hvit, 12 x 8 brønner  
Tid per måling 0,1 sekund 
  
Risteparametere  
Ristevarighet 3 sekunder 
Ristehastighet Normal 
Ristediameter 0,10 mm 
Ristetype Orbital 
  
Lampe og filter  
Filter emisjon  F535 
Filter eksitasjon F485 
Lampeenergi CW-lampe 20000 
Emisjonsside Ovenfra 
 
Kvantifisering 
Fluorescensnivået oppgitt av programvaren for plateleseren ble konvertert til nmol 
carboksyfluorescein per ml (nmol CF/ml) ved hjelp av standardrekke for 5-
carboxyfluorescein. 
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4.9 Lipidkvantifisering 
4.9.1 Fosfatanalyse 
Alt glassutstyr ble vasket med destillert, ionebyttet vann etterfulgt av 96 % etanol i to 
omganger. 
Tillaging av standardrekke 
50 mM natriumdifosfat ble fortynnet til 0,5 mM med destillert, ionebyttet vann. 40-
160 µl, tilsvarende 20-80 nmol, ble utpipettert fra den fortynnede løsningen til seks 
reagensrør.  
Prøveløsninger 
100 µl gelfiltrert prøveeluat, tilsvarende 30 nmol, ble utpipettert til reagensrør. Det 
ble analysert to paralleller av hver prøve. 
Felles analyse for standard- og prøverløsninger 
Reagensrørene ble tilsatt destillert, ionebyttet vann ad 160 µl før inndamping til 
tørrhet på blokkvarmer ved 180 °C i 30 minutter. Etter inndamping og avkjøling til 
romtemperatur ble hvert reagensrør tilsatt 0,3 ml perklorsyre 70 %. Reagensglassene 
ble satt på blokkvarmeren ved 180 °C i 50 minutter med en klinkekule på toppen av 
hvert reagensrør. 
Etter avkjøling til romtemperatur ble følgende tilsatt hvert reagensrør: 1,0 ml 
destillert, ionebyttet vann, 400 µl 1,25 % (w/v) ammoniumheptamolybdatløsning 
(kap.3.2.7) og 400 µl nylaget 5 % (w/v) askorbinsyreløsning (kap.3.2.8). 
Reagensrørene ble blandet på whirlmikser og satt på vannbad ved 90 °C i nøyaktig 5 
minutter med klinkekuler på toppen. Reagensrørene ble deretter avkjølt ved bruk av 
kaldt vannbad før absorbans ble målt ved 797 nm mot en referansekyvette med 
destillert, ionebyttet vann. Kyvettene ble skylt med destillert, ionebyttet vann for å 
fjerne eventuelle partikler før absorbansmåling.  
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4.9.2 HPTLC-analyse 
Standardløsninger 
Det ble laget fem ulike fortynninger av stamløsningen for lipidene DPPC/DPTAP 
(kap.3.2.10) i konsentrasjonsområdet 8-33 nmol. Ved analysering av eventuell 
degradering ble det laget en standard av LPC (kap.3.2.10) for laveste detekterbare 
mengde, tilsvarende 2 % degradert lipid av teoretisk mengde totallipid. 
Prøveopparbeidelse  
Fra hver prøve ble to volum à 500 µl utpipettert og overført til to 1,5 ml brune HPLC-
rør. Prøvene ble oppbevart i fryser og frysetørret ved hjelp av Virtis 25ES frysetørrer 
før HPTLC-analyse. Under frysetørringen var hylletemperaturen innstilt på -30 °C, 
og prøvene ble frysetørret i 3 døgn.  
Frysetørrede preparater ble satt i varmeskap ved 60 °C i ti minutter. 400 µl destillert, 
ionebyttet vann ble tilsatt før henstand i varmeskap ved 60 °C i ytterligere ti minutter. 
Prøvene ble blandet grundig på whirlmikser og avkjølt til romtemperatur.  
Felles analyse for standard- og prøverløsninger 
Gassen ble stabilisert ved å applisere 4 µl kloroform på en testplate fem ganger. En 
rødfarget løsning med cyanocobalamin 2 mg/ml i 96 % etanol ble applisert ti ganger 
på samme testplate for å kontrollere at appliseringssprøyten gav visuelt fine bånd.  
4 µl fra hver prøve og standard av DPPC/DPTAP og LPC (kap.3.2.10) ble applisert 
randomisert på en silikaplate (10 x 20 cm). Mellom hver prøve ble 
appliseringssprøyten skylt med henholdsvis destillert, ionebyttet vann (x 10), metanol 
(x 5), kloroform (x 10), metanol (x 5) og destillert, ionebyttet vann (x 5). Mellom 
standardløsningene ble sprøyten skylt med kloroform (x 20). Før applisering av 
standard eller prøve på platen ble sprøyten skylt tre ganger med henholdsvis standard- 
eller prøveløsning. Innstillinger for applisering er oppgitt i Tabell 4-2.  
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Tabell 4-2: Parametere ved applisering på HPTLC-plate 
Gasshastighet 2 bar 
Antall bånd per plate 20 stk 
Båndbredde 5 mm 
Avstand mellom bånd 3 mm 
Startposisjon for applisering (fra sidekant) 15 mm 
Påsettinghastighet 15 sek/µl 
  
4 ml mobilfase bestående av kloroform, metanol og destillert ionebyttet vann 
(32,5:12,5:2 v/v) ble laget rett før eluering (Dhanesar et al., 1992). Etter lufttørking 
av båndene ble platen eluert i et horisontalt elueringskammer etter metoden 
”unsaturated configuration”, inntil væskefronten hadde nådd 6,5 cm (CAMAG, 
2010). Platen ble tørket med varm luft i to-tre minutter og avkjølt til romtemperatur 
før den ble dyppet i fremkallingsreagens (kap.3.2.9) i 20 sekunder ved hjelp av et 
automatisk dyppekar. Platen ble tørket med varm luft i to-tre minutter før den ble lagt 
på en aluminiumsplate i varmeskap ved 180 °C i 20 minutter. Platen ble avkjølt til 
romtemperatur og scannet ved 510 nm ved hjelp av CAMAG TLC Skanner 3. 
Innstillinger for scanning er oppgitt i Tabell 4-3. 
Tabell 4-3: Parametere ved scanning 
Appliseringsposisjon 10,0 mm 
Væskefrontposisjon 65,0 mm 
Startposisjon scanning 3,0 mm (5,0 mm*) 
Sluttposisjon scanning 55,0 mm (45,0 mm*) 
Startposisjon integrering 5,0 mm (7,0 mm*) 
Sluttposisjon integrering 52,0 mm (42,0 mm*) 
Spalteåpning  4,00 x 0,10 mm, micro 
Scanningshastighet 20 mm/s 
Bølgelengde 510 nm 
Lampe D2 & W 
Data filter Savitsky-Golay 7 
* Innstillinger ved scanning av LM-batchen  
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5. Forsøksoppsett 
5.1 Innledende forsøk  
5.1.1 Valg av fluorescensmarkør 
Ved valg av fluorescensmarkør ble løselighet i 5 mM fosfatbuffer testet for calcein, 
7-amino-4-methylcoumarin, kininsulfat og 5-carboxyfluorescein. Av disse 
fluorescensmarkørene ble kininsulfat og 5-carboxyfluorescein testet ytterligere for å 
undersøke om markørene ville kunne innkapsles ved liposomfremstilling.   
To liposombatcher med samme konsentrasjon (3 mM DPPC/DPTAP(10 mol %)) ble 
fremstilt med løsninger av fluorescensmarkørene som hydreringsmedium, 
henholdsvis 1,5 mM 5-carboxyfluorescein (w/v) (kap.3.2.3) i 5 mM fosfatbuffer 
(kap.3.2.1) og 1,5 mM kininsulfat (w/v) (kap.3.2.4) i destillert, ionebyttet vann. 
5.1.2 Gelfiltrering 
Påvirkning på størrelse og zetapotensiale 
Måling av størrelse og zetapotensiale ble utført før og etter gelfiltrering for å 
undersøke om dekkede og udekkede liposomer kom igjennom gelfiltreringskolonnene 
uten å endre størrelse eller zetapotensiale.   
Vaskevolum 
Etter gelfiltrering av hovedbatcher inneholdt kolonnene uinnkapslet 
fluorescensmarkør, som visuelt gav gelfiltreringskolonnene en sterk gulfarge. 
Gelfiltreringskolonnene ble vasket med 5 mM fosfatbuffer (kap.3.2.1) inntil 
gelfiltreringskolonnene ble visuelt hvite igjen. 
Gelfiltreringskolonnene ble vasket ytterligere med destillert, ionebyttet vann for å 
fjerne rester av fluorescensmarkør og fosfat fra den gamle ytre fasen. Tilstrekkelig 
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vaskevolum etter fjerning av ikke-innkapslet carboxyfluorescein (kap.4.4.2) ble 
bestemt ved å måle fluorescensnivå i vaskeeluat etter vasking av kolonnene med 
henholdsvis 25, 50 og 75 ml destillert, ionebyttet vann, og ved å måle fosfatnivå i 
vaskeeluat etter 25 og 50 ml destillert, ionebyttet vann. Tilsvarende ble tilstrekkelig 
vaskevolum etter fjerning av utlekket carboxyfluorescein / skifting av ytre fase 
(kap.4.4.3) bestemt ved å måle fluorescensnivå i vaskeeluat etter vasking av kolonnen 
med henholdsvis 25, 50 og 75 ml destillert, ionebyttet og ved å måle fosfatnivå i 
vaskeeluat etter 25 og 50 ml destillert, ionebyttet vann. 
Utvasking av fluorescensmarkør 
For å kontrollere at rester fra henholdsvis ikke-innkapslet og utlekket 
carboxyfluorescein var utvasket ble 50 µl av hvert vaskeeluat og 50 µl triton X-100 2 
% (w/v) (kap.3.2.5) utpipettert i brønner og analysert som beskrevet under måling av 
fluorescens (kap.4.8). 50 µl destillert, ionebyttet vann og 50 µl triton X-100 2 % 
(w/v) (kap.3.2.5) ble utpipettert i brønner for å finne bakgrunnsfluorescensen.  
Utvasking av fosfatrester 
For å kontrollere at fosfatrester var utvasket ble 100 µl av hvert vaskeeluat utpipettert 
til reagensrør og analysert som beskrevet under fosfatanalyse (kap.4.9.1). 100 µl 
destillert, ionebyttet vann ble utpipettert og analysert for å finne 
bakgrunnsabsorbansen.   
5.1.3 Sprekking av liposomer 
For å undersøke effekten på fluorescensmålinger med og uten sprekking av liposomer 
ble fluorescens målt av LM-pektindekkede liposomer (3 mM DPPC/DPTAP(10 mol 
%)) med og uten tilsetting av triton X-100 2 % (w/v) (kap.3.2.3). Liposomene ble 
gelfiltrert for å få fjernet ikke-innkapslet carboksyfluorescein (kap.4.4.2) før dekking 
med LM-pektin 0,05 % (w/w) (kap.4.3). Liposomene var også gelfiltrert rett i forkant 
av fluorescensmålingen for å få fjernet eventuelt utlekket fluorescensmarkør 
(kap.4.4.3). 
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Ved fluorescensmåling ved tilsetting av triton X-100 2 % (w/v) ble 50 µl 
liposomprøve og 50 µl triton X-100 2 % (w/v) utpipettert til samme brønn og blandet. 
Ved fluorescensmåling uten tilsetting av triton X-100 2 % (w/v) ble 50 µl 
liposomprøve og 50 µl 5 mM fosfatbuffer (kap.3.2.1) utpipettert til samme brønn og 
blandet.  
100 µl 5 mM fosfatbuffer, 100 µl destillert, ionebyttet vann og 100 µl triton X-100 2 
% (w/v) ble utpipettert i separate brønner for å undersøke fluorescensnivået av de 
ulike bakgrunnene. Platen ble analysert som beskrevet under fluorescensmåling 
(kap.4.8) med samme innstillinger som oppgitt i Tabell 4-1, med unntak av 
lampeenergien til CW-lampen som var innstilt på lampestyrke 500.   
5.2 Validering av analysemetodene 
5.2.1 Fluorescensanalyse 
Linearitet og reproduserbarhet  
Det ble laget en standardrekke som beskrevet under måling av fluorescens (kap.4.8) 
for å kontrollere at fluorescensen av 5-carboxyfluorescein var i det lineære området. 
For å kontrollere reproduserbarheten av fluorescensanalysen ble prøver opparbeidet 
som beskrevet under prøveløsninger (kap.4.8). Ti paralleller à 50 µl fra henholdsvis 
én Am-dekket prøve, én HM-dekket prøve og to udekkede prøver fra (HM- og Am-
batchen) ble analysert som beskrevet under måling av fluorescens (kap.4.8). Relativt 
standardavvik (%) ble beregnet for å vurdere reproduserbarheten. 
Siden fluorescensnivået av carboxyfluorescein er pH-avhengig (Zuidam et al., 2003), 
ble pH målt i fortynnede prøveløsninger av dekkede og udekkede liposomer etter 
utført fluorescensmåling.  
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5.2.2 Fosfatanalyse 
Innvirkning av pektin på fosfatanalysen 
Det ble fremstilt 0,05 % (w/w) løsninger av LM-, HM- og Am-pektin i destillert, 
ionebyttet vann. Volum tilsvarende som for dekking av liposomer med pektin 
(kap.4.3) ble utpipettert: 1 ml destillert, ionebyttet vann ble tilsatt dråpevis til 4 ml 
0,05 % (w/w) pektinløsning under omrøring på magnetrører. Røringen fortsatte i 
ytterligere 5 minutter etter endt tilsetting. Det ble også undersøkt om gelfiltrering 
påvirket resultatene ved å sammenligne en gelfiltrert prøve med en fortynnet prøve. 
Gelfiltrert prøve 
Kolonnen ble ekvilibrert med 25 ml destillert, ionebyttet vann. 2,5 ml fortynnet 
pektinløsning (1 ml destillert, ionebyttet vann + 4 ml pektinløsning 0,05 % (w/w)) ble 
applisert, eluert med 3,5 ml destillert, ionebyttet vann og fortynnet ad 5 ml. 100 µl ble 
utpipettert og analysert ved hjelp av fosfatanalysen (kap.4.9.1). Det ble analysert to 
paralleller av hver pektintype. 
Fortynnet prøve 
2,5 ml fortynnet pektinløsning (1 ml destillert, ionebyttet vann + 4 ml pektinløsning 
0,05 % w/w)) ble fortynnet med destillert, ionebyttet vann ad 5 ml. 100 µl ble 
utpipettert og analysert med fosfatanalysen (kap.4.9). Det ble analysert to paralleller 
av hver pektintype. 
Blank bakgrunnsprøve 
100 µl destillert, ionebyttet vann ble analysert som beskrevet for fosfatanalyse 
(kap.4.9). Det ble analysert to paralleller.   
Linearitet og reproduserbarhet 
Det ble laget en standardrekke som beskrevet under tillaging av standardrekke 
(kap.4.9.1) for å få bekreftet lineær sammenheng mellom utpipettert mengde fosfat 
(nmol) og detekterte absorbansverdier.  
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Seks paralleller à 100 µl ble utpipettert fra fire ulike prøver, henholdsvis én dekket og 
én udekket prøve fra HM-batchen, samt én dekket og én udekket prøve fra Am-
batchen. Prøvene ble opparbeidet og analysert som beskrevet for fosfatanalyse 
(kap.4.9.1). Relativt standardavvik (%) ble beregnet for å vurdere reproduserbarheten. 
5.2.3 HPTLC-analyse 
Deteksjon og deteksjonsgrenser 
For å få bekreftet at metoden var selektiv for organisk fosfat ble to paralleller av 4 µl 
5 mM fosfatbuffer (kap.3.2.1) analysert ved hjelp av HPTLC (kap.4.9.2). 
Fire fortynninger av stamløsning DPPC 10 mg/ml og fire fortynninger av stamløsning 
DPTAP 2 mg/ml (kap.3.2.10) ble analysert som beskrevet under HPTLC-analyse 
(kap.4.9.2) for å bekreftet RF-verdien til hvert lipid, ettersom det i stabilitetsstudien 
ble benyttet en felles stamløsning for DPPC/DPTAP (kap.3.2.10).  
Deteksjonsgrensen for LPC (kap.3.2.10) ble undersøkt ved å lage åtte fortynninger i 
et konsentrasjonsområde tilsvarende 0,5 til 10 % degradert lipid av teoretisk mengde 
totallipid ved applisering av 4 µl prøve. Stamløsningen ble analysert som beskrevet 
under HPTLC-analyse (kap.4.9.2).  
5.3 Stabilitetsstudie 
5.3.1 Fremstilling av pektindekkede og udekkede prøver 
Lipidsammensetningen- og konsentrasjonen (3 mM DPPC/DPTAP(10 mol %)) av 
liposomene, samt konsentrasjonen (0,05 % (w/w)) av pektinløsningene benyttet i 
stabilitetsstudien ble fastsatt etter resultater fra en foregående masteroppgave utført 
på pektindekkede liposomer (Alund, 2009). I den forgående masteroppgaven ble det 
benyttet statistisk forsøksplanlegging for å undersøke hvilke prosess- og 
formuleringsfaktorer som hadde betydning for dekking av liposomer med LM-pektin. 
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I denne oppgaven ble tilsvarende lipidsammensetning og konsentrasjoner benyttet for 
fremstilling av LM-, HM- og Am-pektindekkede liposomer. 
10 ml 10 mM DPPC/DPTAP(10 mol %) ble laget til hver pektintype som felles 
utgangspunkt for dekkede og udekkede prøver. 6,60 ml DPPC (10 mg/ml) og 3,23 ml 
DPTAP (2 mg/ml) (kap.3.2.10) ble utpipettert til en 250 ml rundkolbe, tilsatt 5 ml 
metanol og fremstilt som beskrevet under fremstilling av liposomer (kap.4.2) med 5,5 
ml 1,5 mM 5-carboxyfluorescein (w/v) (kap.3.2.3) som hydreringsmedium.   
Liposomsuspensjonen ble gelfiltrert ved bruk av to mettede kolonner (kap.4.4.1) for å 
fjerne ikke-innkapslet fluorescensmarkør (kap.4.4.2). Gelfiltrert liposomsuspensjon 
ble fortynnet til 3 mM med 5 mM fosfatbuffer (kap.3.2.1), blandet godt og fordelt likt 
på to kolber.  
Dekkede og udekkede prøver ble fremstilt som beskrevet under dekking av liposomer 
med pektin (kap.4.3). Størrelse og zetapotensial ble målt av liposombatchene før og 
etter dekking med de ulike pektintypene.  
Ved tillaging av dekkede og udekkede prøver ble 1 ml liposomsuspensjon dryppet 
ned i ett hetteglass av gangen. Hetteglasset var tilsatt henholdsvis 4 ml 0,05 % (w/w) 
pektinløsning ved tillaging av dekket prøve, og 4 ml 5 mM fosfatbuffer (kap.3.2.1) 
ved tillaging av udekket prøve. Liposomsuspensjonen ble tilsatt under omrøring på 
magnetrører, røringen fortsatte i ytterligere fem minutter etter tilsatt 
liposomsuspensjon. Dekkeprosedyren ble gjentatt for totalt 32 hetteglass.  
Innholdet i hetteglassene fra henholdsvis dekkede og udekkede prøver ble samlet i 
hver sin kolbe, blandet godt og fordelt på 20 ml brune prøveglass for oppbevaring 
gjennom stabilitetsstudien. To prøveglass ble oppbevart i kjøleskap (2-8 °C), to 
prøveglass ble oppbevart i romtemperatur (19-23 °C) og ett prøveglass ble oppbevart 
i varmeskap (35 °C) for dekkede og udekkede prøver. Volum utpipettert til 
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prøveglassene ble tilpasset antall planlagte prøveuttak og varierte mellom 12-19 ml 
(Figur 5-1).     
Prøveuttak under stabilitetsstudien 
På bestemte dager ble det utpipettert bestemte prøvevolum fra de ulike prøveglassene 
med dekkede og udekkede liposomer for måling av størrelse (kap.4.5), zetapotensiale 
(kap.4.6), pH (kap.4.7), lekkasje ved hjelp av fluorescensmåling (kap.4.8) og 
lipidkvantifisering ved hjelp av fosfatanalyse (kap.4.9.1). Et utvalg av prøvene ble 
analysert ved hjelp av HPTLC-analyse (kap.4.9.2) for å undersøke lipidkvantifisering 
med en annen metode, samt for å detektere eventuell degradering av prøvene. Prøver 
analysert med HPTLC er oppgitt i Vedlegg 5. 
Appliseringsvolum (2,5 ml) til gelfiltrering, samt prøveuttak for måling av størrelse, 
zetapotensiale og pH ble tatt direkte ut av prøveglass som stod til oppbevaring 
gjennom hele stabilitetsstudien. Gelfiltrering ble utført som beskrevet under fjerning 
av utlekket carboxyfluorescein / skifting av ytre fase (kap.4.4.3), og prøvevolum til 
fluorescensmåling, fosfat- og HPTLC-analyse ble tatt fra gelfitreringseluatene (Figur 
5-1). 
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Figur 5-1: Skisse over forsøksoppsettet til stabilitetsstudien.  
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5.3.2 Stabilitet av fluorescensmarkør 
1,5 mM 5-carboxyfluorescein (w/v) (kap.3.2.3) ble oppbevart beskyttet mot lys i 
kjøleskap (2-8 °C) og varmeskap (35 °C) under stabilitetsstudien. Det ble laget 
standardrekker som beskrevet under fluorescensmåling (kap.4.8) rett før hver måling. 
50 µl av hver fortynning ble utpipettert i hver brønn, tilsatt 50 µl Triton X-100 2 % 
(w/v) (kap.3.2.5), blandet og analysert som beskrevet under måling av fluorescens 
(kap.4.8).  
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6. Resultater 
6.1 Innledende forsøk 
6.1.1 Valg av fluorescensmarkør 
Fluorescensmarkørene 7-amino-4-metylcoumarin og calcein var lite løselige i 5 mM 
fosfatbuffer. I tillegg har calcein sure grupper som kan tenkes å adsorbere til 
liposomene. Kininsulfat var løselig i destillert, ionebyttet vann, men aggregatdannelse 
ved innkapsling gjorde fluorescensmarkøren uegnet. 5-carboxyfluorescein ble valgt 
som fluorescensmarkør siden stoffet var tilstrekkelig løselig i 5 mM fosfatbuffer ved 
justering av pH til 6,8, samtidig som innkapslingen gav forventede verdier ved 
måling av størrelse og zetapotensiale (Tabell 6-1). 
Tabell 6-1: Størrelse og zetapotensiale av udekkede liposomer ved innkapsling av 5-
carboksyfluorescein og kininsulfat. 
Hydreringsmedium Z Ave* (nm) PI Zeta (mV) 
1,5 mM 5-carboxyfluorescein (w/v)  148 0,13 + 27 
1,5 mM kininsulfat (w/v)  636 1 + 11 
* Malvern Zetasizer 1000 
 
6.1.2 Gelfiltrering 
Påvirkning på størrelse og zetapotensiale 
Det ble ingen vesentlig endring i størrelse og zetapotensiale av udekkede og LM-
pektindekkede liposomer etter gelfiltrering (Tabell 6-2). 
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Tabell 6-2: Størrelse og zetapotensiale før og etter gelfiltrering av udekkede og LM-
pektindekkede liposomer.  
Preparat Z Ave 
(nm) 
PI Zeta 
(mV) 
Udekkede liposomer 159** 0,040 + 34 
Udekkede liposomer, gelfiltrert 165** 0,078 + 33 
    
LM-pektindekkede (0,05 % w/w) liposomer 192* 0,196 - 34 
LM-pektindekkede (0,05 % w/w) liposomer, gelfiltrert 187* 0,198 - 27 
* Malvern Zetasizer 1000 
** Coulter N4 Plus Submicron Paticle Sizer 
 
Vaskevolum 
Utvasking av fluorescensmarkør 
Etter fjerning av ikke-innkapslet carboxyfluorescein ved gelfiltrering ble kolonnene 
tydelig gule. Det ble benyttet et vaskevolum fra 50-125 ml av 5 mM fosfatbuffer for å 
få gelfiltreringskolonnene visuelt hvite igjen. Fluorescensmålinger viste at den høye 
konsentrasjonen av ikke-innkapslet fluorescensmarkør krevde et vaskevolum på 
ytterligere 75 ml destillert, ionebyttet vann å få fjernet rester av carboxyfluorescein 
fra kolonnen (Figur 6-1). Vaskevolumet mellom hver prøve applisert på kolonnen 
krevde et vaskevolum på 50 ml destillert, ionebyttet vann (Figur 6-1). 
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Figur 6-1: Endring i fluorescens med økende vaskevolum. 
 
Utvasking av fosfatrester 
Fosfatanalysen viste at vaskeeluatene fra kolonnene lå i samme område som 
bakgrunnsprøven med destillert, ionebyttet vann. Vaskeeluatene vist i Figur 6-2 a ble 
tilsatt for å fjerne fosfatrester i kolonnene etter at ikke-innkapslet markør var vasket 
ut med fosfatbuffer. Vaskeeluatene i Figur 6-2 b ble tilsatt etter eluering av 
henholdsvis dekket og udekket prøve for å fjerne fosfatrester fra ytre fase fra 
kolonnene mellom applisering av de ulike prøvene.   
Absorbansnivåene av vaskeeluatene i Figur 6-2 a og b lå i samme område som 
bakgrunnen med destillert, ionebyttet vann, og viste at 25 ml destillert, ionebyttet 
vann var et tilstrekkelig vaskevolum for å få fjernet fosfatrester i begge situasjonene. 
Det ble samtidig bekreftet at kolonnene fungerte optimalt ved bytte av ytre fase fra 5 
mM fosfatbuffer til destillert, ionebyttet vann. 
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Figur 6-2a: Vaskeeluat tilsatt for fjerning av CF og fosfatrester fra ikke-
innkapslet markør gav absorbansnivå i samme område som 
bakgrunnsprøven. 
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Figur 6-2b: Vaskeeluat tilsatt for fjerning av CF og fosfatrester fra utlekket 
markør gav absorbansnivå i samme område som bakgrunnsprøven. 
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6.1.3 Sprekking av liposomer  
Fluorescensnivået var betydelig høyere (over en dobling i intensitet) for 
liposomprøver tilsatt triton X-100 2 % (w/v), sammenlignet med liposomprøver tilsatt 
5 mM fosfatbuffer. De ulike bakgrunnsprøvene gav lave fluorescensnivå 
sammenlignet med liposomprøvene (Tabell 6-3). 50 µl triton X-100 2 % (w/v) ble 
derfor tilsatt hver brønn for sprekking av liposomer før fluorescensmåling. 
Tabell 6-3: Fluorescensnivå av bakgrunnsprøver og liposomprøver med og uten 
tilsetting av triton X-100 2% (w/v).  
Utpipettert til brønn Volum (µl) Fluorescens 
5 mM fosfatbuffer  100  3346 
Destillert, ionebyttet vann  100  3506 
Triton X-100 2 % (w/v)  100  4437 
Dekkede liposomer + 5 mM fosfatbuffer  50 + 50  200965 
Dekkede liposomer + triton X-100 2 % (w/v)  50 + 50  458221 
 
6.2 Validering av analysemetodene 
6.2.1 Fluorescensanalyse 
Linearitet og reproduserbarhet 
En lineær standardrekke bekreftet at fluorescensnivåene var direkte proporsjonale 
med konsentrasjonen av 5-carboxyfluorescein (R
2
 ~ 0,999) (Figur 6-3). 
Relativt standardavvik for fluorescensanalysen var i område 2,7-2,8 % for dekkede 
prøver og 2,0-3,2 % for udekkede prøver (Vedlegg 1).  
pH-verdien for dekkede (6,28 ± 0,14) og udekkede (6,29 ± 0,14) fortynnede prøver lå 
i samme pH-område. Dette tyder på at pH ikke påvirket resultatene ved 
fluorescensmåling. 
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Figur 6-3: Lineær sammenheng for standardrekke av 5-carboksy-
fluorescein.  
 
6.2.2 Fosfatanalyse 
Innvirkning av pektin på fosfatanalysen 
Absorbansen av destillert, ionebyttet vann og pektinprøvene ved 797 nm var 
tilnærmet like. Dette tyder på at pektin ikke påvirket resultatene av fosfatanalysen. 
Det var ingen vesentlig forskjell på gelfiltrerte og fortynnede prøver for de ulike 
pektintypene (Tabell 6-4). 
Tabell 6-4: Absorbans av de ulike pektintypene og bakgrunnsprøve 
Pektintype Absorbans 
gelfiltrert prøve 
Absorbans 
fortynnet prøve  
Absorbans 
bakgrunn 
LM-pektin 0,052 0,051  
HM-pektin 0,022 0,036  
AM-pektin 0,063 0,059  
Destillert, ionebyttet vann - - 0,052 
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Linearitet og reproduserbarhet 
Standardrekken viste lineær sammenheng (R
2 
~ 0,999). Relativt standardavvik for 
fosfatanalysen var mindre enn 2,5 % for alle prøver (Vedlegg 1).   
6.2.3 HPTLC-analyse 
Deteksjon og deteksjonsgrenser 
5 mM fosfatbuffer gav ingen flekk på platen og bekreftet dermed at uorganisk fosfat 
ikke ble detektert med HPTLC-analyse. Både udekkede og dekkede prøver gav 
tydelige bånd for DPPC, DPTAP og LPC på silikaplaten (Figur 6-4). Dekkede prøver 
av alle pektintypene gav i tillegg ovale bånd på appliseringslinjen som vist i Figur 6-4 
og vist forstørret i Figur 6-5. 
 
Figur 6-4: Tydelige bånd av DPTAP(øverst) og DPPC (rett under). Ovalt 
bånd på appliseringslinjen for dekkede prøver. Båndet i høyden mellom 
appliseringslinjen og DPPC tilsvarer LPC.  
 
 Figur 6-5: Ovalt bånd forstørret ved hjelp av lupe. 
← DPTAP 
← DPPC 
 
← LPC 
← Applisering 
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Alle fortynningene av DPPC/DPTAP ble detektert og gav en lineær standardrekke i 
konsentrasjonsområde 8-33 nmol (R
2
=0,999). Minste detekterbare mengde av LPC 
tilsvarte 2 % degradert lipid av teoretisk mengde totallipid. RF-verdier for lipidene er 
oppgitt i Tabell 6-5. 
Tabell 6-5: RF-verdier for DPPC, DPTAP og LPC. 
Lipid RF-verdi ± relativt standardavvik (%) 
DPPC 0,27 ± 3,3 % 
DPTAP 0,42 ± 3,3 % 
LPC 0,12 ± 5,8 % 
6.3 Stabilitetsstudie 
6.3.1 Fremstilling av pektindekkede og udekkede prøver 
Størrelse og zetapotensiale for liposomer før og etter dekking er oppgitt i Tabell 6-6. 
En betydelig størrelsesendring, samt et skift i zetapotensiale fra positivt til negativt 
tyder på at dekking har funnet sted. Størrelsesendringene i Tabell 6-6 er kun basert på 
én måling av udekket og dekket liposombatch, men størrelsesmålingene av alle 
prøvene tatt etter fire til fem dager bekreftet at størrelsen av dekkede liposomer var 
signifikant forskjellig fra udekkede liposomer for alle pektintypene (p < 0,05).  
Tabell 6-6: Endring av størrelse og zetapotensiale ved dekking av liposomer.  
Preparat Z Ave (nm) PI Zeta (mV) 
LM-pektin    
Liposombatch udekket 149** 0,26 + 31 
Liposombatch dekket* 223** 0,27 - 45 
    
HM-pektin    
Liposombatch udekket  207*** 0,12 + 28 
Liposombatch dekket* 387*** 0,46 - 27 
    
AM-pektin    
Liposombatch udekket 191*** 0,23 + 26 
Liposombatch dekket*  310*** 0,40 - 41 
* Liposomene ble dekket med 0,05 % (w/w) pektinløsning 
** Malvern Zetasizer 1000 
*** Coulter N4 Plus Submicron Particle Sizer 
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6.3.2 Stabilitet av fluorescensmarkør 
Fluorescensmåling av sju fortynninger av 1,5 mM 5-carboxyfluorescein (w/v) gav 
tilnærmet like fluorescensnivåer ved oppbevaring i kjøleskap (2-8 °C) og varmeskap 
(35 °C) (Figur 6-6). Dette tyder på at oppbevaring i varmeskap ikke påvirket 
resultatene ved fluorescensmåling for prøver oppbevart i varmeskap sammenlignet 
med prøver oppbevart i kjøleskap og i romtemperatur (19-23 °C).  
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Figur 6-6: Fluorescensnivå av sju fortynninger av 1,5 mM 5-
carboxyfluorescein oppbevart i kjøleskap (2-8 °C) og varmeskap (35 °C) i 
løpet av tidsperioden for stabilitetsstudien.        
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6.3.3 Størrelse 
I løpet av stabilitetsstudien viste dekkede liposomer av alle pektintyper oppbevart i 
kjøleskap (2-8 °C) og romtemperatur (19-23 °C) liten grad av størrelsesendring. 
Størrelsen av udekkede liposomer økte drastisk i løpet av stabilitetsstudien, 
uavhengig av lagringstemperatur. 
Størrelsesendringer som oppstod i løpet av stabilitetsstudien er presentert i Figur 6-7 
a, b og c for henholdsvis LM-, HM- og Am-pektindekkede liposomer, og for 
udekkede liposomer fra tilhørende batcher. For hver batch ble det oppbevart to 
prøveglass i kjøleskap, to prøveglass i romtemperatur og ett prøveglass i varmeskap 
for dekkede og udekkede prøver gjennom stabilitetsstudien (Figur 5-1). Grafene som 
viser størrelsesendring over tid for oppbevaring i kjøleskap og romtemperatur viser 
gjennomsnittlig størrelse av liposomene i begge prøveglassene oppbevart ved samme 
temperatur, mens grafene for dekkede og udekkede prøver oppbevart i varmeskap (35 
°) består av målinger fra kun ett prøveglass.  
Relativt standardavvik (%) av prøvene det er vist gjennomsnittet av i Figur 6-7 a, b 
og c er oppgitt i Vedlegg 2. Lavt relativt standardavvik (%) for størrelsesmålingene 
av dekkede prøver viser at størrelsesmålingene lå i samme område for prøvene 
oppbevart ved samme temperatur. Det relative standardavviket (%) for udekkede 
prøver, samt for dekkede prøver ved siste måling, økte i takt med størrelsesøkningen 
og PI. Høy PI (opptil 0,7) forklarer høyt relativt standardavvik (%) hos disse prøvene, 
siden løsningene som ble målt var meget polydisperse.  
En defekt ved instrumentet Zetasizer 1000 førte til bytte av størrelsesmåler til Coulter 
N4 Plus Submicron Particle Sizer på dag 84 ved måling av LM-batchen. Alle 
størrelsesmålinger av HM- og Am-batchene ble utført ved hjelp av Coulter N4 Plus 
Submicron Particle Sizer. Coulter N4 Plus Submicron Particle Sizer gav noe 
forhøyede verdier for partikkelstørrelser sammenlignet med Zetasizer 1000.  
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Figur 6-7 a: Størrelse av LM-pektindekkede og udekkede liposomer 
oppbevart i kjøleskap, romtemperatur og varmeskap. 
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 Figur 6-7 b: Størrelse av HM-pektindekkede og udekkede liposomer 
oppbevart i kjøleskap, romtemperatur og varmeskap. 
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Figur 6-7c: Størrelse av Am-pektindekkede og udekkede liposomer 
oppbevart i kjøleskap, romtemperatur og varmeskap. (Målinger av 
udekkede liposomer på dag 13 er sløyfet pga unormale målinger med 
negativ PI).  
 
Polydispersitetsindeksen (PI) økte med økende partikkelstørrelse for alle prøvene 
(Figur 6-8). Prøver med pektindekkede liposomer hadde høyere PI enn prøver med 
udekkede liposomer før oppbevaring (Tabell 6-6). I løpet av stabilitetsstudien økte PI 
betraktelig for udekkede liposomer i takt med størrelsesøkningen. PI forble på 
tilnærmet samme nivå for prøver hvor aggregatdannelse ikke fant sted. PI for 
dekkede liposomer lå i området 0,2-0,4, mens PI for udekkede liposomer lå i området 
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0,1-0,7. Ved PI > 0,7 er fordelingen svært polydispers, og prøver i dette området kan 
ligge utenfor det egnede område for størrelsesmåling med PCS (Malvern, 1999). At 
noen av de udekkede prøver hadde PI opp mot 0,7 på slutten av stabilitetsstudien var 
ikke kritisk for målingene siden det ikke var til hensikt å finne de eksakte 
liposomstørrelsene mot slutten av stabilitetsstudien, men heller å finne ut om 
liposomene hadde fusjonert eller ikke.     
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Figur 6-8: Sammenheng mellom liposomstørrelse og polydispersitet. 
Målingene er fra en Am-pektindekket liposomprøve oppbevart i varmeskap 
(35 °C). 
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6.3.4 Zetapotensiale 
Zetapotensiale målt i stabilitetsstudien er presentert i Figur 6-9 a, b og c for 
henholdsvis LM-, HM- og Am-pektindekkede liposomer, og for udekkede liposomer 
fra tilhørende batcher. Få målinger ble utført for LM-batchen fordi laseren i 
instrumentet var defekt på dag 28 og dag 46.   
Grafene for dekkede og udekkede liposomer oppbevart i kjøleskap (2-8 °C) og 
romtemperatur (19-23 °C) viser gjennomsnittet av målingene fra begge prøveglassene 
som ble oppbevart ved samme temperatur, mens grafene for dekkede og udekkede 
liposomer oppbevart i varmeskap (35 °C) består av målinger fra kun ett prøveglass. 
Relativt standardavvik (%) av prøvene det er vist gjennomsnittet av i Figur 6-9 a, b 
og c er oppgitt i Vedlegg 3. 
Udekkede liposomer viste ingen vesentlig endring i zetapotensialet i løpet av 
stabilitetsstudien. For noen av prøvene ble det funnet en moderat nedgang i 
zetapotensialet etter 40 dager. Liposomer dekket med LM- og HM-pektin viste heller 
ingen vesentlige endringer i zetapotensialet i løpet av stabilitetstudien (Figur 6-9 a og 
b). Zetapotensialet av liposomer dekket med Am-pektin ble derimot betydelig 
redusert etter 40 dager for liposomer oppbevart i romtemperatur (-10 mV) og 
varmeskap (-8 mV), og moderat redusert for liposomer oppbevart i kjøleskap (-31 
mV) (Figur 6-9 c).  
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Figur 6-9 a: Zetapotensiale av LM-pektindekkede og udekkede liposomer 
oppbevart i kjøleskap, romtemperatur og varmeskap.
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
-40
-30
-20
-10
0
10
20
30
 
 
Z
e
ta
p
o
te
n
s
ia
le
Antall dager
 HM-pektindekkede liposomer, 2-8 C 
 HM-pektindekkede liposomer, 19-23 C
 HM-pektindekkede liposomer, 35 C
 Udekkede liposomer, 2-8 C 
 Udekkede liposomer, 19-23 C
 Udekkede liposomer, 35 C
 Figur 6-9 b: Zetapotensiale av HM-pektindekkede og udekkede liposomer 
oppbevart i kjøleskap, romtemperatur og varmeskap. Ved dag 60 ble kun 
én av de to prøvene som var oppbevart i kjøleskap og romtemperatur målt. 
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Figur 6-9 c: Zetapotensiale av Am-pektindekkede og udekkede liposomer 
oppbevart i kjøleskap, romtemperatur og varmeskap. 
 
6.3.5 pH 
Målinger av pH i prøver av udekkede og dekkede liposomer viste liten grad av 
endring i løpet av oppbevaringstiden. Det var ingen mønster i den lave variasjonen 
som ble funnet. Udekkede prøver lå i tilnærmet samme pH-område, mens pH-
verdiene for dekkede prøver varierte i større grad. pH i prøver med LM-
pektindekkede liposomer var noe lavere enn i prøver med HM- og Am-pektindekkede 
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liposomer. Gjennomsnittet av alle pH-målingene for hver prøve målt i løpet av 
stabilitetsstudien er oppgitt i Tabell 6-7. 
Tabell 6-7: Gjennomsnittlig pH-verdi gjennom lagringsperioden for dekkede og 
udekkede prøver. 
Pektin Dekket/udekket  Temperatur Prøve pH ± relativt  standardavvik (%) 
LM Dekket 2-8 °C 1 6,4 ± 1,9 % 
   2 6,3 ± 1,9 % 
  19-23 °C 1 6,3 ± 1,2 % 
   2 6,3 ± 2,1 % 
  35 °C 1 6,2 ± 1,4 % 
 Udekket 2-8 °C 1 6,7 ± 2,0 % 
   2 6,8 ± 1,9 % 
  19-23 °C 1 6,9 ± 2,6 % 
   2 6,8 ± 1,9 % 
  35 °C 1 6,8 ± 1,9 % 
HM Dekket 2-8 °C 1 6,8 ± 0,5 % 
   2 6,8 ± 0,7 % 
  19-23 °C 1 6,8 ± 0,7 % 
   2 6,7 ± 0,9 % 
  35 °C 1 6,7 ± 1,5 % 
 Udekket 2-8 °C 1 6,9 ± 1,3 % 
   2 6,9 ± 1,1 % 
  19-23 °C 1 6,9 ± 1,1 % 
   2 6,9 ± 1,1 % 
  35 °C 1 6,9 ± 1,0 % 
Am Dekket 2-8 °C 1 6,7 ± 1,6 % 
   2 6,7 ± 1,2 % 
  19-23 °C 1 6,7 ± 0,8 % 
   2 6,7 ± 1,0 % 
  35 °C 1 6,9 ± 1,6 % 
 Udekket 2-8 °C 1 6,9 ± 1,5 % 
   2 7,0 ± 1,3 % 
  19-23 °C 1 6,9 ± 1,5 % 
   2 7,0 ± 1,9 % 
  35 °C 1 7,0 ± 1,5 % 
* 1 og 2 tilsvarer ulike prøveglass oppbevart ved samme temperatur.  
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6.3.6 Lekkasje 
Lekkasje ble undersøkt ved hjelp av fluorescensmåling. Ved lekkasje vil 
fluorescensmarkør lekke ut i ytre fase av liposomsuspensjonen. Eventuelt utlekket 
carboxyfluorescein ble fjernet ved hjelp av gelfiltrering før fluorescensmåling for at 
kun den innkapslede mengden av carboxyfluorescein skulle kunne detekteres. Lavt 
og høyt fluorescensnivå ville derfor indikere henholdsvis høy og lav grad av lekkasje. 
Endring i konsentrasjon av carboxyfluorescein (nmol CF/ml) i løpet av 
stabilitetsstudien er vist i Figur 6-10 for HM-pektindekkede og udekkede prøver fra 
tilhørende batch. 
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Figur 6-10: Nivå av fluorescensmarkør (nmol CF/ml) for HM-pektindekkede 
og udekkede liposomer.  
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På dag 87 ble det observert en meget hurtig dryppefrekvens av kolonnene ved 
gelfiltrering av HM-pektindekkede og udekkede prøver. Fluorescensmålingene viste 
en kraftig økning i fluorescensnivå ved dag 87 for dekkede og udekkede prøver 
oppbevart i kjøleskap (2-8 °C) og i romtemperatur (19-23 °C). Dette tyder på at 
kolonnekvaliteten ble redusert i løpet av stabilitetsstudien. 
Prosent lekkasje av carboxyfluorescein er vist i Figur 6-11 a, b og c for henholdsvis 
LM-, HM- og Am-pektindekkede liposomer og for udekkede liposomer fra tilhørende 
batcher. Prosent lekkasje er beregnet ved å dele fluorescensnivåene detektert av 
dekkede og udekkede prøver gjennom stabilitetsstudien på nullprøven for 
henholdsvis dekkede og udekkede prøver.  
Grafene for dekkede og udekkede liposomer oppbevart i kjøleskap og romtemperatur 
viser gjennomsnittet av målingene fra begge prøveglassene som ble oppbevart ved 
samme temperatur, mens grafene for dekkede og udekkede liposomer oppbevart i 
varmeskap (35 °) består av målinger fra kun ett prøveglass. Standardavvik av prøvene 
det er vist gjennomsnittet av i Figur 6-11 a, b og c er oppgitt i Vedlegg 4. Høy grad 
av lekkasje tidlig i stabilitetsstudien, forklarer høyt standardavvik for en rekke prøver 
ved de første målingene. 
Ved måling på dag 28, dag 25 og dag 13 for henholdsvis LM, HM- og Am-batchen 
ble kun én av de to dekkede og udekkede prøvene oppbevart i kjøleskap og i 
romtemperatur målt. Målingene for dag 28 hos LM-batchen ble sett bort fra grunnet 
unormalt høye fluorescensnivåer for alle de målte prøvene denne dagen.  
Dekkede liposomer oppbevart i kjøleskap gav den laveste lekkasjegraden (8-15 % 
avhengig av pektintype). Lekkasjegraden tilsvarte over en halvering sammenlignet 
med lekkasje fra udekkede liposomer (32-36 %) oppbevart ved samme temperatur. 
Også for liposomer oppbevart i romtemperatur viste dekkede liposomer en lavere 
grad av lekkasje enn udekkede liposomer. Både dekkede og udekkede liposomer 
oppbevart i varmeskap (35 °C) viste høy grad av lekkasje (Tabell 6-8).  
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Figur 6-11 a: Lekkasje av CF fra LM-pektindekkede og udekkede 
liposomer.  
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Figur 6-11 b: Lekkasje av CF fra HM-pektindekkede og udekkede 
liposomer.  
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Figur 6-11 c: Lekkasje av CF fra Am-pektindekkede og udekkede 
liposomer.  
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Lekkasjegraden er oppsummert for alle prøvene i Tabell 6-8. 
Tabell 6-8: Lekkasjegrad (%) for dekkede og udekkede prøver oppbevart i kjøleskap, 
romtemperatur og varmeskap i 41-46 dager avhengig av batch. 
Prøver Lekkasjegrad (%) 
LM-pektindekkede liposomer, 2-8 °C 14 %, 15 %*  
LM-pektindekkede liposomer, 19-23 °C 18 %, 24 %* 
LM-pektindekkede liposomer, 35 °C 48 %, 62 %* 
  
HM-pektindekkede liposomer, 2-8 °C 8 % 
HM-pektindekkede liposomer, 19-23 °C 12 % 
HM-pektindekkede liposomer, 35 °C 53 % 
  
AM-pektindekkede liposomer, 2-8 °C 9 % 
AM-pektindekkede liposomer, 19-23 °C 16 % 
AM-pektindekkede liposomer, 35 °C 65 % 
  
Udekkede liposomer, 2-8 °C 32 %, 33 %, 36 % 
Udekkede liposomer, 19-23 °C 37 %, 37 %, 33 % 
Udekkede liposomer, 35 °C 53 %, 55 %, 53 % 
* Lekkasjegrad etter 84 dager 
 
6.3.7 Lipidkvantifisering 
Det ble benyttet to metoder for lipidkvantifisering, fosfatanalyse og HPTLC-analyse. 
Fosfatanalysen ble utført på alle prøveuttak i stabilitetsstudien, mens HPTLC-
analysen ble utført på utvalgte prøver.  
Fosfatanalyse 
Fosfatinnholdet i prøvene lå i det forventede området ettersom et volum på 100 µl, 
tilsvarende 30 nmol, ble utpipettert. Gjennomsnittlig fosfatinnhold (nmol) i 100 µl 
prøveuttak målt i løpet av stabilitetsstudien er oppgitt i Tabell 6-9. 
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Tabell 6-9: Gjennomsnittlig fosfatinnhold (nmol) i 100 µl prøveuttak målt gjennom 
stabilitetsstudien. 1 og 2 tilsvarer to prøveglass oppbevart ved samme temperatur.  
Pektin Dekket/udekket  Temperatur Prøve pH ± relativt  
standardavvik (%) 
LM Dekket 2-8 °C 1 32,8 ± 5,0 % 
   2 32,5 ± 7,0 % 
  19-23 °C 1 32,3 ± 2,3 % 
   2 32,4 ± 1,3 % 
  35 °C 1 32,9 ± 1,9 % 
 Udekket 2-8 °C 1 35,1 ± 4,1 % 
   2 36,1 ± 5,0 % 
  19-23 °C 1 36,7 ± 2,9 % 
   2 37,4 ± 5,8 % 
  35 °C 1 39,2 ± 4,8 % 
HM Dekket 2-8 °C 1 30,0 ± 3,0 % 
   2 30,3 ± 5,1 % 
  19-23 °C 1 28,3 ± 3,2 % 
   2 28,2 ± 4,5 % 
  35 °C 1 24,2 ± 6,2 % 
 Udekket 2-8 °C 1 32,6 ± 2,7 % 
   2 33,3 ± 3,4 % 
  19-23 °C 1 31,6 ± 5,4 % 
   2 33,1 ± 0,9 % 
  35 °C 1 32,8 ± 3,2 % 
Am Dekket 2-8 °C 1 35,1 ± 5,6 % 
   2 35,7 ± 14,0 % * 
  19-23 °C 1 32,9 ± 10,3 % * 
   2 35,9 ± 16,9 % * 
  35 °C 1 32,9 ± 2,7 % 
 Udekket 2-8 °C 1 36,0 ± 5,2 % 
   2 33,4 ± 9,8 % * 
  19-23 °C 1 34,9 ± 10,0 % * 
   2 33,7 ± 16,2 % * 
  35 °C 1 32,1 ± 1,5 % * 
*  
 
Unormalt høyt relativt standardavvik funnet for noen prøver 
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Enkelte prøveeluat gav et forhøyet fosfatnivå ved bestemte dager, sammenlignet med 
de resterende dagene. Disse dagene samsvarte med dagene for metting av kolonnene 
med ”tomme” positive liposomer. Fosfatnivået ble gradvis redusert med antallet 
appliserte prøveeluat og påfølgende vaskevolum. Dette tyder på at vaskevolumet med 
destillert, ionebyttet vann vasket bort fosfatrester etter metting av kolonnene. I Figur 
6-12 vises endringen i fosfatnivå ved økende antall appliserte prøveeluat og 
vaskevolum. 
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Figur 6-12: Endring av fosfatnivå etter økt antall appliseringer av prøveeluat 
og vaskevolum. 
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HPTLC-analyse 
Frysetørring inngikk i prøveopparbeidelsen før HPTLC-analyse. Rester av tørrstoff i 
korkene til udekkede prøver, samt visuelt observert ulike mengder tørrstoff  i HPLC-
glassene, tydet på tap av tørrstoff fra de udekkede prøvene under frysetørring. Tapet 
ble bekreftet med HPTLC-analyse, som gav lavere lipidmengder i udekkede prøver 
enn i dekkede (Figur 6-15 a, b og c). I dekkede prøveglass ble det dannet tydelige 
”kaker” av tørrstoffet under frysetørring (Figur 6-13 og 6-14 a). Lipidmengder for 
prøvene som ble analysert med HPTLC er oppgitt i Vedlegg 5.  
 
 
Figur 6-13: Frysetørrede preparater f.v.: Udekket prøve, LM-dekket prøve, 
Am-dekket prøve og HM-dekket prøve.  
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Figur 6-14 a og b: Dannelse av ”tørrstoffkake” kan ha beskyttet dekkede 
prøver mot tap av tørrstoff (øverst). Tørrstoff ble tapt ved frysetørring av 
udekket prøve (nederst).  
 
Lipidnivå for HM-, Am- og LM-dekkede prøver, samt lipidnivå i udekkede prøver er 
vist i Figur 6-15 a, b og c. HPTLC-analysen viste at lipidinnholdet i dekkede prøver 
fra samme oppbevaringsglass varierte i liten grad i løpet av stabilitetsstudien, med 
unntak av målinger på enkelte dager hvor lipidnivået var forhøyet. Fosfatanalysen 
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gav tilsvarende høye nivåer ved analysering av prøver fra de samme dagene. Disse 
dagene samsvarte som nevnt med dagene for metting av kolonnene.  
Behovet for å mette kolonnene med ”tomme” liposomer før applisering av prøve ble 
oppdaget først etter dag null for LM-pektin, og ble derfor utført før gelfiltrering av 
prøver på dag fem (Figur 6-15 c). Kolonnene benyttet til HM- og Am-batchene ble 
mettet på dag null (Figur 6-15 a og b). Det er ikke mulig å si noe om variasjonen i 
lipidmengden i udekkede prøver på grunn av tap av tørrstoff, men trenden for økt 
lipidinnhold etter metting gjelder også for udekket prøve i Am-batchen (Figur 6-15 
b).  
Sammenlignet med fosfatanalysen (Tabell 6-9) er lipidnivåene detektert med HPTLC 
betydelig lavere for både dekkede og udekkede prøver.  
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Figur 6-15 a: Lipidmengde målt med HPTLC-analyse ved ulike tidspunkt i 
stabilitetsstudien i 100 µl dekket (0,05 % HM-pektin) og 100 µl udekket 
prøve oppbevart ved 2-8 °C.
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Figur 6-15 b: Lipidmengde målt med HPTLC-analyse ved ulike tidspunkt i 
stabilitetsstudien i 100 µl dekket (0,05 % Am-pektin) og 100 µl udekket 
prøve oppbevart ved 2-8 °C. 
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Figur 6-15 c: Lipidmengde målt med HPTLC-analyse ved ulike tidspunkt i 
stabilitetsstudien i100 µl dekket (0,05 % LM-pektin) og 100 µl udekket 
prøve oppbevart ved 2-8 °C. 
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6.3.8 Degradering 
Kromatogrammet i Figur 6-16 viser toppen av LPC som ble detektert ved applisering 
av minste detekterbare mengde, tilsvarende 2 % degradert lipid av teoretisk mengde 
totallipid. 
 
Figur 6-16: Topp for LPC (RF-verdi 0,16) 
 
Det ble ikke detektert noe degraderingsprodukt for liposomer dekket med LM-, HM- 
eller Am-pektin frem til henholdsvis dag 84, 87 og 69 for analyserte prøver oppbevart 
i kjøleskap (2-8 °C) og varmeskap (35 °C). For udekkede liposomer ble LPC 
detektert i én av de analyserte prøvene. Den degraderte prøven var oppbevart i 
varmeskap ved 35 °C i 69 dager (Figur 6-17). Kromatogrammet til Am-pektindekket 
prøve fra samme utgangsbatch er vist i Figur 6-18. Den dekkede prøven var 
oppbevart ved samme temperatur (35 °C) i samme tidsperiode (69 dager). 
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Figur 6-17: Degradering av udekket prøve oppbevart ved 35 °C i 69 dager. 
Topp for LPC (RF-verdi 0,18). 
 
Figur 6-18: Kromatogram av Am-dekket prøve. ”Pektinringen” som satt 
igjen på appliseringslinjen utgjør topp nr. 1 og 2 i kromatogrammet. Topp 
nr. 3 er DPPC (RF-verdi 0,43) og topp nr. 4 er DPTAP (RF-verdi 0,64).  
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7. Diskusjon 
Målet med oppgaven var å undersøke in vitro stabilitet av pektindekkede liposomer i 
løsning, sammenlignet med udekkede liposomer. Diskusjonen er inndelt i to deler, de 
innledede forsøkene blir diskutert i den første delen og stabilitetsstudien blir diskutert 
i den andre.   
7.1 Innledende forsøk  
Hensikten med de innledende forsøkene var å etablere en metode for å kunne 
bestemme lekkasje fra dekkede og udekkede liposomer. Lekkasje skulle bestemmes 
ved hjelp av fluorescensmåling, og egnet fluorescensmarkør skulle derfor utvelges. 
Gelfiltrering som metode skulle vurderes med tanke på om gelfiltreringskolonner 
ville egne seg for bruk under prøveopparbeidelsen før fluorescensmåling.  
5-carboxyfluorescein viste seg å være egnet som innkapslingsmarkør for positive 
liposomer (3 mM DPPC/DPTAP(10 mol %)), fordi innkapsling av 1,5 mM 5-
carboxyfluorescein (w/v) gav forventede verdier for størrelse og zetapotensiale av 
udekkede liposomer (Tabell 6-1). 5-eller 5(6)-carboxyfluorescein er benyttet som 
fluorescerende innkapslingsmarkør ved undersøkelse av liposomstabilitet i flere 
studier (Takeuchi et al., 1998; Zuidam et al., 2003). Hydrofile innkapslingsmarkører 
foretrekkes til innkapsling i liposomer siden de vil assosiere til lipidmembraner i 
lavere grad en hydrofobe markører. Dersom markøren blir adsorbert til 
lipidmembranen, vil utlekket markør kunne bli sittende fast på utsiden av liposomene, 
og dermed føre til en underestimering av lekkasjegraden ved fluorescensmåling. 
Carboxyfluorescein er mer hydrofil enn fluorescein (Zuidam et al., 2003) og ble 
derfor valgt som fluorescerende markør til stabilitetsstudien. 
For at mengden carboxyfluorescein skulle være proporsjonal med fluorescensnivået, 
måtte standardrekken og prøveløsningene ligge i det lineære området. Ved 
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konsentrasjoner under 30 µM er fluorescensnivået direkte proporsjonalt med 
konsentrasjonen, mens høyere konsentrasjoner av carboxyfluorescein (over 100 mM) 
resulterer i en redusert grad av fluorescens (”self-quenching”) (Zuidam et al., 2003). 
En lineær standardrekke bekreftet at konsentrasjonsnivået for standardrekken og 
prøveløsningene lå i det lineære området (Figur 6-3).   
Flere metoder kan benyttes for å fjerne ikke-innkapslet substans fra 
liposomsuspensjoner, eksempelvis gelfiltrering, ultrasentrifugering og dialyse med 
etterfølgende ultrafiltrering (Crommelin and Schreier, 1994). I innledende forsøk ble 
gelfiltrering undersøkt som metode. Hensikten med gelfiltrering i stabilitetsstudien 
var å fjerne ikke-innkapslet carboxyfluorescein etter liposomfremstillingen, å fjerne 
utlekket carboxyfluorescein under stabilitetsstudien, samt å bytte ytre fase fra 5 mM 
fosfatbuffer til destillert, ionebyttet vann. Sistnevnte var nødvendig for å fjerne 
fosfatbuffer før lipidkvantifisering, siden fosfatanalysen detekterer både uorganisk og 
organisk fosfatinnhold i prøvene. Gelfiltreringskolonne som ble valgt til de 
innledende forsøkene hadde flere bruksområder som burde gjøre dem egnet til bruk i 
stabilitetsstudien, eksempelvis avsalting, bytte av buffer og fjerning av komponenter 
med lav molekylvekt (GEHealthcare, 2007). 
Ved gelfiltrering ble ikke liposomene holdt tilbake av gelnettverket i kolonnen fordi 
liposomstørrelsen var større enn porestørrelsen i gelnettverket. Liposomene ble eluert 
ut sammen med elueringsvæsken, mens carboxyfluorescein ble holdt tilbake i 
nettverket og eluert ut ved tilsetting av tilstrekkelig vaskevolum. Gelfiltrering førte 
ikke til betydelige endringer i størrelse eller zetapotensiale for LM-pektindekkede 
eller udekkede liposomer (Tabell 6-2). Dette tydet på at liposomene ikke ble 
destabilisert ved gelfiltrering. Bruk av gelfiltreringskolonner ble vurdert som en 
reproduserbar og effektiv metode for prøveopparbeidelse i forkant av 
fluorescensmåling, ettersom det også ble vist at rester av carboxyfluorescein (Figur 6-
1) og fosfat (Figur 6-2 a og b) ble utvasket av gelfiltreringskolonnene ved tilsetting av 
akseptable mengder destillert, ionebyttet vann.  
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Triton X-100 er en ikke-ionisk surfaktant som har blitt benyttet til å sprekke 
liposomer i forkant av fluorescensmåling i flere studier (de la Maza and Parra, 1996; 
Takeuchi et al., 1998). Surfaktanten ble vurdert som egnet for sprekking av liposomer 
i stabilitetsstudien, ettersom innledende forsøk gav betydelig økt fluorescensnivå etter 
tilsetting av triton X-100 2 % (w/v) (Tabell 6-3).  
Reproduserbarheten ble vurdert som god for både fluorescensmålingen og 
fosfatanalysen ettersom begge metodene viste lave relative standardavvik (%) ved 
måling av flere paralleller (Vedlegg 1).  
Oppsummering: Innledende forsøk 
5-carboxyfluorescein viste å være egnet som innkapslingsmarkør for positive 
liposomer (3 mM DPPC/DPTAP(10 mol %)). Det ble vist at gelfiltreringen ikke 
påvirket størrelsen eller zetapotensialet av LM-pektindekkede og udekkede 
liposomer, samt at rester av carboxyfluorescein og fosfat ble utvasket ved bruk av 
akseptable vaskevolum. Dette tydet på at gelfiltreringkolonnene kunne benyttes til 
prøveopparbeidelse før videre detektering av restmengde carboxyfluorescein i 
liposomene ved hjelp av fluorescensmåling og fosfatanalyse.   
7.2 Stabilitetsstudie 
Hensikten med stabilitetsstudien var å undersøke om pektindekking påvirket in vitro 
stabilitet av liposomer, påvirket lekkasje av innkapslet substans samt om pektin 
kunne beskytte mot degradering av lipider. Liposomfremstilling og dekking med 
pektin ble utført etter metoder etablert i en foregående masteroppgave (Alund, 2009). 
In vitro stabilitet ble undersøkt ved å sammenligne størrelse og zetapotensiale av 
dekkede og udekkede liposomer over tid, siden endringer i disse parameterne ville 
kunne indikere stabilitetsendringer (Grohmann et al., 1999). Lekkasjegraden av 
pektindekkede og udekkede liposomer ble undersøkt for å se om pektindekking ville 
påvirke lekkasjegraden av innkapslet markør. Degradering av lipider ble undersøkt i 
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prøvene som var antatt å være mest utsatt for degradering. En mulig hypotese var at 
pektin ville beskytte lipidene mot degradering.  
I denne diskusjonsdelen blir endringer i størrelse og zetapotensiale som følge av 
dekking av liposomer med pektin diskutert. Videre blir endringer som oppstod i 
størrelse, zetapotensiale og lekkasje i løpet av lagringstiden diskutert for dekkede og 
udekkede liposomer. Nevnte parametere, samt degradering er vurdert for å kunne 
konkludere om pektindekkede liposomer i løsning oppnår en økt in vitro stabilitet 
sammenlignet med udekkede liposomer. Diskusjonsdelen omhandler også en 
vurdering av de ulike metodene benyttet i stabilitetsstudien.  
Størrelsesendring ved dekking av liposomene 
Endring i partikkelstørrelse har blitt brukt som en indikasjon på dekking av liposomer 
med polymerer i flere studier (Chauvierre et al., 2003; Hagesaether, 2008; Henriksen 
et al., 1996; Takeuchi et al., 1998; Thirawong et al., 2008). Liposomstørrelsen økte 
ved dekking med alle pektintypene (Tabell 6-6). Dette indikerer at liposomene ble 
dekket, samt at metoden for fremstilling av pektindekkede liposomer fra den 
foregående masteroppgaven kan benyttes for dekking av liposomer med LM-, HM- 
og Am-pektin. 
I denne oppgaven lå partikkelstørrelsen for udekkede liposomer i størrelsesområdet 
149 til 207 nm, og for dekkede liposomer i størrelsesområdet 223 til 387 nm før 
oppbevaring. Dekking med HM-pektin gav den største økningen i partikkelstørrelse, 
fra 207 til 387 nm. Dette er i samsvar med den foregående masteroppgaven hvor det 
også ble funnet størst partikkelstørrelse hos HM-pektindekkede liposomer (Alund, 
2009).  
Thirawong med flere fant også økning i partikkelstørrelse ved dekking av positive 
liposomer med pektin (Thirawong et al., 2008). Liposomene, fremstilt av distearoyl 
fosfatidylkoline (DSPC), stearylamin (SA) og kolesterol, var 200 nm (PI 0,03) før 
dekking (PI 0,03) og gjennomsnittlig størrelse av pektin i fosfatbuffer lå i 
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størrelsesområdet fra 300 til 600 nm. Etter blanding av like volumer 
liposomsuspensjon og pektinløsning økte partikkelstørrelsen (800-1300 nm) og PI 
(0,2-1,0) betraktelig. Ved mikroskopisk analyse (AFM) ble det bekreftet assosiering 
av kationiske liposomer på pektinkjeden (Sriamornsak et al., 2008; Thirawong et al., 
2008). Thirawong med flere forklarte assosieringen med dannelse av ionekomplekser 
mellom pektin og stearylamin i liposomformuleringen.  
Andre studier har undersøkt polymerdekking med kationisk kitosan (Henriksen et al., 
1996; Laye et al., 2008). Henriksen med flere fant at liposomer fremstilt av egg PC 
og egg PG (ratio 10:1) økte fra 111 nm (PI 0,1) til 800 nm (PI 0,7) ved dekking med 
kitosan. Størrelsesendringen funnet for pektindekkede liposomer av Thirawong med 
flere og for kitosandekkede liposomer av Henriksen med flere var betydelig større 
enn størrelsesendringen funnet i denne studien, samt den foregående masteroppgaven 
for pektindekkede liposomer. 
Polydispersitetsindeksen (PI) økte ved dekking av liposomene (Tabell 6-6), men ikke 
i like høy grad som vist i tidligere studier utført på polymerdekkede liposomer, hvor 
PI lå mellom 0,2-1,0 (Henriksen et al., 1996; Thirawong et al., 2008). Et middels 
størrelsesområde, samt relativ lav PI for pektindekkede liposomer fremstilt i denne 
studien kan tyde på at enkeltliposomer ble dekket med pektin, fremfor at det ble 
dannet multikompleksstrukturer som beskrevet av Thirawong med flere. 
Mikroskopistudier må imidlertid utføres for å få en endelig strukturavklaring av 
pektindekkede liposomer. Dekkede enkeltliposomer i lavt størrelsesområde er også 
vist ved polymerdekking med kitosan  (Henriksen et al., 1997; Laye et al., 2008).  
Størrelsesendring ved lagring av liposomene 
I løpet av stabilitetsstudien viste dekkede liposomer av alle pektintyper oppbevart i 
kjøleskap (2-8 °C) og romtemperatur (19-23 °C) liten grad av størrelsesendring. 
Størrelsen av udekkede liposomer økte drastisk i løpet av stabilitetsstudien, 
uavhengig av lagringstemperatur (Figur 6-7 a, b og c). Dette bekreftet dårlig stabilitet 
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av udekkede liposomer, ettersom aggregering og fusjonering oppstod innen kort tid 
(25 til 40 dager) uavhengig av lagringstemperatur. Dekkede liposomer viste økt 
stabilitet ved oppbevaring i kjøleskap og romtemperatur, og var stabile i 40 til 80 
dager. Dette er positivt med tanke på å kunne utvikle liposomale formuleringer med 
økt holdbarhet. 
LM-pektindekkede liposomer lå i tilnærmet samme størrelsesområdet de første 46 
dagene i stabilitetsstudien. Måling ved dag 84 viste en drastisk størrelsesøkning for 
liposomer oppbevart i varmeskap (35 °C), samt en moderat størrelsesøkning for 
liposomer oppbevart i kjøleskap og romtemperatur (Figur 6-7 a). Bytte av instrument 
for størrelsesmåling på denne dagen kan ha medvirket til den moderate 
størrelsesøkningen sett for liposomer oppbevart i kjøleskap og romtemperatur. 
Størrelsesøkningen sett for liposomene oppbevart i varmeskap skyldes trolig økt 
destabilisering grunnet oppbevaringsbetingelsene. 
HM- og Am-pektindekkede liposomer lå i samme størrelsesområde gjennom hele 
stabilitetsstudien. Størrelsesøkning samt økt polydispersitetsindeks (PI) for udekkede 
prøver tyder på at liposomene fusjonerte, siden størrelsesendringene ikke var 
reversible etter omrysting.  
Det kan ha blitt dannet små og store liposomkomplekser avhengig av hvor mange 
liposomer som ble sammenslått. Dette er trolig årsaken til den høye spredningen i 
partikkelstørrelse (Vedlegg 2). For de fusjonerte prøvene ble det sett en klar 
sammenheng mellom størrelsesøkning og graden av polydispersitet av prøvene (Figur 
6-8). Det ble ikke observert visuell aggregering for noen av prøvene. Den visuelle 
kontrollen var imidlertid ikke optimal ettersom prøvene ble oppbevart i brune 
prøveglass, samt beskyttet mot lys under stabilitetsstudien.   
God stabilitet ved lagring av polymerdekkede liposomer er funnet i flere studier. 
Kitosandekkede liposomer har vist å være stabile ved lagring i 30 uker ved 
oppbevaring i kjøleskap (Henriksen et al., 1997), og i 45 dager ved oppbevaring i 
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romtemperatur (Laye et al., 2008). Lav grad av størrelsesendring, samt jevn PI funnet 
for dekkede liposomer oppbevart i kjøleskap og romtemperatur i løpet av 
stabilitetstudien viste at pektindekking kan øke in vitro stabilitet av 
liposomsuspensjoner. Sterisk og elektrostatisk frastøtning av de dekkede liposomene 
førte trolig til økt beskyttelse mot aggregering og fusjonering.  
Zetapotensiale ved dekking av liposomene 
Et skift i zetapotensiale fra positivt til negativt ble funnet ved dekking med pektin i 
denne oppgaven. Zetapotensialet for udekkede, positive liposombatcher lå i området 
+ 26 til + 31 før dekking. Dekking med LM-, HM- og Am-pektin gav ulikt 
zetapotensiale, henholdsvis - 45, - 27 og - 41 mV (Tabell 6-6). Forskjellene i 
zetapotensiale funnet hos de ulike pektintypene samsvarer med resultatene fra den 
foregående masteroppgaven, hvor det også ble funnet lavere zetapotensiale hos HM-
pektindekkede liposomer (-27 mV) enn hos liposomer dekket av LM- og Am-pektin 
(-40 og -47 mV) (Alund, 2009). Et skift i zetapotensiale er i andre studier benyttet 
som indikasjon på at polymerdekking av ladede liposomer har funnet sted. Henriksen 
med flere fant et skift i zetapotensiale fra negativt til positivt ved dekking av negative 
liposomer med kitosan, og Thirawong med flere fant et skift i zetapotensiale fra 
positivt til negativt ved dekking av positive liposomer med pektin (Henriksen et al., 
1994; Thirawong et al., 2008).  
Resultater fra disse studiene viser at elektrostatiske krefter har stor betydning for 
dekkingen av liposomer med polymerer, siden ladede polymerer har vist å assosiere 
til liposomoverflater med motsatt ladning. For pektindekkede liposomer bidrar 
antagelig karboksylsyregruppene i pektinstrukturen til en elektrostatisk interaksjon 
med positive liposomer. Sriamornsak med flere har i en tidligere studie bekreftet 
elektrostatisk interaksjon mellom positivt ladede liposomer og negativt ladet pektin 
(Sriamornsak et al., 2008). I den foregående masteroppgaven ble negative liposomer 
forsøkt dekket av pektin uten gode resultater, dette skyldes trolig elektrostatisk 
frastøtning (Alund, 2009). 
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Thirawong med flere fant et mindre negativt zetapotensiale hos liposomer dekket 
med HM-pektin sammenlignet med LM-pektin (Thirawong et al., 2008). HM-
pektindekkede liposomer gav også minst negativt zetapotensiale ved sammenligning 
med LM- og Am-pektin i denne studien, samt i den foregående masteroppgaven 
(Alund, 2009). Forskjellen i zetapotensiale for de ulike pektintypene samsvarer med 
andelen frie syregrupper. En stor andel frie syregrupper fører til en økt grad av 
dissosiering, som igjen fører til et mer negativt zetapotensiale (Thirawong et al., 
2008). HM-pektin har lavere andel frie syregrupper enn LM- og Am-pektin 
(Hagesaether et al., 2007). Dette kan forklare et mindre negativt zetapotensiale hos 
liposomer dekket med HM-pektin. 
Zetapotensiale ved lagring av liposomene 
Zetapotensialet gir en god indikasjon på stabiliteten av et kolloidalt system og ble 
derfor målt gjennom hele stabilitetsstudien. Suspensjoner med et zetapotensiale på 
henholdsvis over 30 mV eller under -30 mV blir ansett som stabile (Malvern, 1999).  
Udekkede liposomer, samt liposomer dekket med LM- og HM-pektin viste ingen 
vesentlig endring i zetapotensialet i løpet av stabilitetsstudien (Figur 6-9 a og b). 
Zetapotensialet hos liposomer dekket med Am-pektin ble derimot betydelig redusert 
etter 40 dager for liposomer oppbevart i romtemperatur og i varmeskap, og moderat 
redusert for liposomer oppbevart i kjøleskap (Figur 6-9 c). Nedgangen i 
zetapotensialet for Am-pektin kan skyldes nedbrytning av pektinet ettersom 
nedgangen var betydelig størst for liposomene oppbevart i romtemperatur og 
varmeskap. Til tross for at hydrolyse også forekommer ved kjølig oppbevaring, vil 
oppbevaring ved økt temperatur kunne fremme hydrolyse (Schols and Voragen, 
2002).  
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Til tross for at det ble funnet en betydelig økning i størrelse hos LM-pektindekkede 
liposomer oppbevart i varmeskap (Figur 6-7 a), ble det ikke funnet tilsvarende 
redusert (mindre negativt) zetapotensiale for disse liposomene (Figur 6-9 a). 
Tilsvarende ble det ikke funnet betydelige størrelsesendringer hos Am-pektindekkede 
liposomer, men zetapotensiale ble vesentlig mindre negativt i løpet av 
stabilitetsstudien. Dette tyder på at det ikke er en klar sammenheng mellom 
størrelsesøkning og endring i zetapotensiale, og at stabiliteten ikke kan vurderes på 
bakgrunn av kun den ene parameteren.  
De ulike intraksjonsmekanismene mellom polymerer og lipidmembraner er ikke 
fullstendig kartlagt. I tillegg til elektrostatiske krefter har også hydrofobe krefter vist 
å ha betydning for fysikalsk adsorpsjon til lipidmembraner (Henriksen et al., 1994; 
Takeuchi et al., 1998; Thirawong et al., 2008).  
Siden zetapotensialet av Am-pektindekkede liposomer ble betydelig mindre negativt 
etter 40 dager, kan det tyde på at Am-pektin ikke er like godt egnet til dekking av 
positive liposomer som LM- og HM-pektin. Am-pektin har færre 
karboksylsyregrupper enn LM-pektin, samt at Am-pektin er mindre hydrofob enn 
HM-pektin. Dette kan ha redusert interaksjonen mellom Am-pektin og 
liposomoverflaten (Alund, 2009).  
Takeuchi med flere undersøkte stabiliteten av liposomer dekket med 
polyvinylalkohol (PVA) og et mer hydrofobt derivat av polyvinylalkohol (PVA-R) 
(Takeuchi et al., 1998). Studien gav økt stabilitet for den mest hydrofobe forbindelsen 
(PVA-R), som viste å være stabil både under frysetørring og rehydrering. 
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Figur 7-1: Illustrasjon av hydrofil (PVA) og hydrofob (PVA-R) interaksjon 
med liposomoverflaten (Takeuchi et al., 1998). 
 
Liposomer dekket med HM-pektin viste verken betydelig størrelsesendring eller 
redusert zetapotensiale i løpet av stabilitetsstudien. Et mindre antall frie syregrupper 
hos HM-pektin sammenlignet med LM- og Am-pektin burde i teorien ha ført til en 
svakere elektrostatisk interaksjon mellom HM-pektinet og den positive 
liposomoverflaten. Siden liposomer dekket med HM-pektin var stabile gjennom hele 
stabilitetsstudien kan det tyde på at også hydrofobe krefter kan ha hatt betydning for 
dekking av liposomene med pektin, tilsvarende som funnet av Takeuchi med flere 
ved polymerdekking med det hydrofobe derivatet PVA-R. 
Lekkasje 
Flere studier er utført for å undersøke lekkasje fra liposomer dekket av ulike 
polymerer, eksempelvis kitosan (Henriksen et al., 1997) og polyvinylalkohol (PVA) 
(Takeuchi et al., 1998). Lite er foreløpig undersøkt for lekkasje av pektindekkede 
liposomer. 
Lekkasjegraden fra liposomer dekket med ulik pektintype kan ikke sammenlignes 
direkte i denne oppgaven, siden liposomene stammer fra ulike utgangsbatcher. 
Batchene som ble fremstilt av udekkede liposomer for sammenligning med 
henholdsvis LM, HM og Am-pektindekkede liposomer skal i teorien være like. 
Stabilitetsstudien viste at lekkasjen fra udekkede liposomer oppbevart ved samme 
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temperatur var tilnærmet lik, til tross for at de udekkede liposomene stammet fra tre 
ulike utgangsbatcher (Tabell 6-8). Dette tyder på at reproduserbarheten av metoden 
var tilstrekkelig god. Ettersom dekkede og udekkede liposomer stammet fra samme 
liposombatch, samt at prøvene ble opparbeidet etter de samme metodene ble også 
reproduserbarheten for dekkede prøver vurdert som god. Innkapslingsgraden av 
fluorescensmarkør ved liposomfremstilling, prøveopparbeidelse ved hjelp av 
gelfiltrering samt fortynning av prøver før fluorescensmåling er trinn som kan ha 
påvirket resultatene ved lekkasjebestemmelsen. 
Det ble vist at lekkasje oppstod i løpet av de første dagene for både dekkede og 
udekkede liposomer. Lekkasjegraden funnet for dekkede liposomer oppbevart i 
kjøleskap var 8-15 % avhengig av pektintype. Til tross for at lekkasjegraden var mer 
enn halvert sammenlignet med udekkede liposomer, er ikke nivået akseptabelt for en 
farmasøytisk formulering. Optimalisering av lipidsammensetningen og pektin-
konsentrasjonen kan trolig redusere lekkasjen av pektindekkede liposomer ytterligere. 
Både dekkede og udekkede liposomer oppbevart i varmeskap (35 °C) viste høy grad 
av lekkasje (Figur 6-11 a,b og c). Det er vist økt lekkasje av komponenter med både 
lav og høy molekylvekt fra DPPC liposomer i temperaturområdet nær 
faseomvandlingstemperaturen (Ueno et al., 1991). Ueno med flere undersøkte 
lekkasjen i temperaturområdet 34,5 til 46 °C. Faseomvandlingstemperaturen for 
DPPC og DPTAP er henholdsvis 41,4 og 44,5 °C (Filion and Phillips, 1997). 
Lekkasjen kan derfor forklares med at temperaturen i varmeskapet (35 °C) lå i 
temperaturområdet for faseomvandlingstemperaturen for DPPC/DPTAP. Det er kjent 
at permeabiliteten av dobbeltlaget øker rundt faseomvandlingstemperaturen, samt at 
permeabiliteten er større for liposomer i flytende krystallform enn i gelfase 
(Anderson and Omri, 2004). Varme vil også fremme graden av hydrolyse som fører 
til destabilisering. Ved dannelse av degraderingsproduktet LPC har de fysikalsk-
kjemiske egenskapene hos dobbeltlaget av lipider vist å endre seg betraktelig 
(Crommelin et al., 1993). Resultatene tyder på at pektin ikke øker stabiliteten av 
Diskusjon 
 
103 
 
liposomer ved oppbevaring nær faseomvandlingstemperaturen. For å redusere 
lekkasjegraden må liposomene oppbevares under denne. 
Stabiliteten av carboxyfluorescein ble ikke redusert ved oppbevaring i varmeskap (35 
°C) (Figur 6-6). Dette tyder på at nedgangen i fluorescensnivå hos prøver oppbevart i 
varmeskap ikke kan skyldes nedbrytning av fluorescensmarkøren.  
Lekkasjegraden var høyest de første dagene i stabilitetsstudien, både for dekkede og 
udekkede liposomer. Om lekkasjen oppstod i løpet av få timer eller flere døgn, er 
uavklart siden første måling etter innkapsling ble utført etter fire til fem dager for de 
ulike batchene. Ettersom lekkasjehastigheten ikke var kjent, ble nullprøvene for 
dekkede og udekkede prøver opparbeidet ved fortynning før måling av fluorescens, 
og ikke ved gelfiltrering som for prøvene analysert de resterende dagene i 
stabilitetsstudien. Dersom lekkasje oppstod etter kort tid, ville nullprøven ha blitt 
sterkt påvirket av tidspunktet for gelfiltreringen. Ved heller å fortynne nullprøvene til 
tilsvarende konsentrasjon som oppnådd for gelfiltrerte prøver, ble ikke eventuelt 
utlekket fluorescensmarkør fjernet og totalinnholdet av innkapslet carboxy-
fluorescein (nmol CF/ml) ble detektert.  
Det er vist økt lekkasje av innkapslet carboxyfluorescein ved økende grad av 
protonering ved lav pH. Sterke bufferløsninger med nøytral pH har vist å redusere 
pH-ømfintligheten hos carboxyfluorescein (Zuidam et al., 2003). I stabilitetsforsøket 
ble 5-carboxyfluorescein løst i 5 mM fosfatbuffer og pH ble justert til pH 6,8. Liten 
endring av pH for dekkede og udekkede prøver oppbevart gjennom stabilitetsstudien 
tyder på at pH-endringer ikke kan ha påvirket lekkasjen i høy grad (Tabell 6-7).  
Samtidlig som pH har vist å ha betydning for lekkasjegraden av carboxyfluorescein, 
har fluorescensintensiteten av fluorescensmarkøren også vist å være pH-avhengig i 
lavt konsentrasjonsområde (Zuidam et al., 2003). Ionisering av molekylet ved økende 
pH (fra pH 6 til 8) har vist å øke fluorescensnivåene. Ettersom pH-området for 
dekkede (6,28 ± 0,14) og udekkede (6,29 ± 0,14) fortynnede prøveløsninger lå i 
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samme pH-område, er det ikke sannsynlig at resultatene ble påvirket av pH i 
stabilitetsstudien. 
de la Maza og Parra fant at frisettingsgraden av 5(6)-carboxyfluorescein etter 
sprekking av liposomer var tidsavhengig, samt at den ble påvirket av lipid- og 
surfaktantkonsentrasjon i prøvene (de la Maza and Parra, 1996). I studien utført av de 
la Maza og Parra ble liposomer bestående av fosfatidylkoline tilsatt en ekvimolekylær 
blanding av triton X-100 (ikke-ionisk surfaktant) og natriumdodecylsulfat (anionisk 
surfaktant). Det ble funnet at et konstant frisettingsnivå av carboxyfluorescein først 
ble oppnådd etter 35 minutter. Samtidig ble det sett at hele 80 % av frisettingen fant 
sted i løpet av de første ti minuttene. Det ble funnet en lineær sammenheng mellom 
frisatt carboxyfluorescein og surfaktantkonsentrasjon. Dette betyr at 
konsentrasjonsnivået av tilsatt surfaktant må være konstant for å gi lik frisetting av 
carboxyfluorescein. Siden det i studien ble tilsatt en blanding av to surfaktanter er det 
ikke mulig å vite om tidspåvirkningen og den lineære sammenhengen mellom 
surfaktant og frisetting skyldes triton X-100, natriumdodecylsulfat eller 
kombinasjonen av begge. I stabilitetsstudien utført i denne oppgaven ble det i alle 
forsøk benyttet en 2 % (w/v) løsning av triton X-100. Samme løsning av triton X-100 
ble benyttet ved analysering av alle prøvene innad i hver batch for å redusere 
variasjonen ved sprekking av liposomene.  
I innledende forsøk i stabilitetsstudien ble det funnet en betydelig økning av 
fluorescensnivået ved tilsetting av triton X-100 2 % (w/v) (Tabell 6-3), men 
påvirkning av tiden etter tilsetning av surfaktant ble ikke undersøkt. En variasjon i 
tiden fra tilsetting av surfaktant til måling av fluorescens kan derfor ha påvirket 
resultatene. I stabilitetsstudien ble triton X-100 2 % (w/v) tilsatt fortløpende til alle 
brønnene etter utpipettering av prøvene. Fluorescensmålingene ble utført 15-20 
minutter etter tilsetting til siste brønn. Minimal tidsforskjell ved utpipettering av 
triton X-100 2 % (w/v), samt fluorescensmåling etter 15-20 minutter tyder på at 
tidsaspektet ikke kan påvirket resultatene ved fluorescensmåling ettersom de la Maza 
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og Parra fant at 80 % av frisettingen fra liposomene fant sted i løpet av de første ti 
minuttene.  
Lipidkvantifisering 
Det var nødvendig å bestemme lipidnivået i hver prøve for å ha kontroll på 
liposomkonsentrasjonen i prøveuttakene. Et varierende liposomnivå i prøveuttakene 
ville ført til under- og overestimering av lekkasjegraden i de ulike prøvene. 
Resultatene fra fosfatanalysen tydet på at variasjonene i fluorescensmålingene ikke 
kunne skyldes ulik liposomkonsentrasjon i prøvene, siden lipidkonsentrasjonen lå i 
samme konsentrasjonsområde for alle prøvene med unntak av noen få (Tabell 6-9). 
Nullprøvene for HM- og Am-pektindekkkede liposomer, samt LM-pektindekkede 
liposomer analysert ved dag fem gav et svært forhøyet fosfatnivå sammenlignet med 
de resterende prøvene. Et fellestrekk for disse prøvene var at de ble gelfiltrert samme 
dag som gelfiltreringskolonnene var blitt mettet med ”tomme” liposomer.  
I fosfatanalysen ble fosfatinnholdet i prøvene bestemt ved degradering av fosfolipidet 
til uorganisk fosfat med perklorsyre (Rouser et al., 1970). Ettersom fosfatanalysen 
detekterer uorganisk fosfat (PO4
3-
), kunne de forhøyede fosfatnivåene detektert i 
nevnte prøver både skyldes et økt liposominnhold og kontaminering med uorganisk 
fosfat. Kontaminering med fosfat fra andre kilder enn prøvene kan forklare høyt 
relativt standardavvik for noen av prøvene (Tabell 6-9). Fosfatkontaminasjon ble 
forsøkt minimert ved vasking av alt glassutstyr med etanol og destillert, ionebyttet 
vann i fravær av såpe.   
At det ble funnet like lave absorbansnivåer for de ulike pektinløsningene som for 
destillert, ionebyttet vann, tyder på at pektin ikke påvirket lipidkvantifiseringen av 
dekkede og udekkede prøver (Tabell 6-4).       
Lekkasjegraden ble bestemt på bakgrunn av fluorescensmålingene av prøvene og 
standardrekken av carboxyfluorescein (Figur 6-10). Fosfatanalysen ble kun benyttet 
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som en ekstra kontroll for å kunne si noe om usikkerheten ved metoden for 
bestemmelse av lekkasjegraden.  
Lipidkvantifisering ved hjelp av HPTLC bekreftet et tilnærmet likt lipidinnhold i 
prøveuttak av dekkede prøver fra samme oppbevaringsglass (Figur 6-15 a, b og c). 
Prøver eluert etter kolonnemetting gav tilsvarende høye lipidnivåer ved HPTLC-
analyse som ved fosfatanalyse. HPTLC-analysen detekterer lipidnivået i mettede og 
umettede fosfolipider (Dhanesar et al., 1992). Ingen detektering av fosfatbuffer 
bekreftet at kontaminering av uorganisk fosfat ikke ble detektert med HPTLC-
analysen. Dette tydet på at det forhøyede lipidnivået funnet i nevnte prøver ikke 
skyldtes fosfatkontaminering, men økt liposominnhold. 
Et overskudd av tomme metningsliposomer ble trolig eluert ut av kolonnnene ved 
gelfiltrering av de første prøvene etter mettingen. Rekkefølgen av prøveapplisering 
notert under gelfiltrering bekreftet en gradvis nedgang i fosfatnivå etter hver 
appliserte prøve (Figur 6-12). Metningsliposomene påvirket ikke 
lekkasjebestemmelsen siden liposomene var ”tomme” (hydrert med 5 mM 
fosfatbuffer). 
Frysetørring viste å være et kritisk trinn i prøveopparbeidelsen til HPTLC-analysen, 
fordi store mengder tørrstoff ble tapt fra prøveglass med udekkede liposomer (Figur 
6-14 b). I prøveglass av dekkede liposomer ble det dannet en ”kake” av tørrstoff 
under frysetørring (Figur 6-13 og Figur 6-14 a). HPTLC-analysen bekreftet tap av 
tørrstoff fra udekkede prøver, siden udekkede prøver gav betydelig lavere lipidnivåer 
enn dekkede prøver. Dette tyder på at pektin kan beskytte mot tap av tørrstoff under 
frysetørring. Betingelsene under frysetørring var imidlertid ikke undersøkt utover 
standard innstillinger. Ved bruk av optimale prosessvariabler kunne tapet av tørrstoff 
fra udekkede prøver trolig blitt redusert. 
Under prøveopparbeidelsen til HPTLC-analysen ble frysetørrede preparater løst i 
destillert, ionebyttet vann, siden pektin ikke er løselig i kloroform. For å gjendanne 
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liposomene måtte temperaturen overstige faseomvandlingstemperaturen for 
lipidsammensetningen DPPC/DPTAP under rehydreringen (~ 41,4 til 44,5 °C) (Filion 
and Phillips, 1997). For å redusere sjansen for hydrolyse av prøvene under 
prøveopparbeidelsen, ble HPLC-rørene med tørrstoff varmet opp før tilsetting av 
destillert, ionebyttet vann. Tiden i varmeskap ble satt til ti minutter, som var vist å 
være tilstrekkelig for at prøveløsningene skulle overstige faseomvandlings-
temperaturen.  
HPTLC-analysen gav et betydelig redusert lipidnivå for både udekkede og dekkede 
prøver sammenlignet med fosfatanalysen, ved beregning av lipidmengde i likt volum 
prøveuttak (100 µl). Ettersom prøveeluatene analysert med de ulike metodene 
stammer fra samme fortynning, må tapet av lipider ha skjedd under frysetørring, samt 
under prøveopparbeidelse til HPTLC-analysen. Tørrstoffrester funnet i korkene til 
udekkede prøver, samt en varierende mengde tørrstoff observert i HPLC-rørene tydet 
på tap av tørrstoff for udekkede prøver under frysetørring. Frysetørring kan også ha 
ført til tap av dekkede liposomer, til tross for at det ble dannet tørrstoffkaker i disse 
prøverørene. Ettersom det ikke ble observert tørrstoffrester i korkene til dekkede 
prøver, er dette lite sannsynlig. 
Redusert lipidnivå detektert ved lipidkvantifisering med HPTLC-analyse 
sammenlignet med fosfatanalysen kan også forklares med en redusert løselighet i 
rehydreringstrinnet. Av teoretisk mengde totallipid i 100 µl prøve (30 nmol) ble det 
detektert ulike mengder lipidnivå avhengig av pektintype. For LM-, HM- og Am-
pektindekkede prøver ble lipidnivå på henholdsvis 85 %, 47 % og 67 % detektert 
(Figur 6-15 a, b og c). Lipidnivåene detektert med HPTLC-analysen samsvarer med 
hydrofobisiteten og løseligheten av pektintypene. LM-pektin har flest frie 
syregrupper og dermed økt løselighet i vann sammenlignet med de andre 
pektintypene. Siden Am-pektin har færre karboksylsyregrupper enn LM-pektin, og er 
mindre hydrofob enn HM-pektin er løseligheten derfor trolig på et middels nivå for 
Am-pektin og på et lavt nivå for HM-pektin (Alund, 2009; Hagesaether et al., 2007). 
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Betingelsene for rehydrering var ikke optimale siden pektin trolig ikke ble fullstendig 
oppløst under prøveopparbeidelsen. Til sammenligning sto pektinløsninger på 
omrøring over natt ved fremstilling av pektinløsninger til dekking av liposomer. 
Degradering 
At det kun ble funnet degraderingsprodukt, LPC, hos udekket prøve kan tyde på at 
pektin kan ha beskyttet liposomer mot degradering. LPC ble funnet i én prøve 
oppbevart i varmeskap ved 35 °C i 69 dager (Figur 6-17). Observasjonen stemmer 
overens med at forhøyet temperatur fremmer hydrolyse av lipider (Crommelin et al., 
1993; du Plessis et al., 1996). 
Hydrolysegraden påvirkes også av pH-verdien i løsningen. Lav hydrolysegrad er 
funnet ved pH 6,5 (Crommelin and Schreier, 1994). At prøvene lå i dette pH-området 
(pH 6,2-7,0) kan ha ført til en redusert degradering av lipidene.   
Tap av tørrstoff under frysetørring av udekkede prøver kan ha ført til et tilsvarende 
tap av degraderingsprodukter. Dårlig løselighet av pektin under rehydrering førte 
trolig til underestimering av degradert lipid i dekkede prøver. Degraderingsprodukter 
ble derfor trolig underestimert for dekkede og udekkede prøver i denne studien. 
Oppsummering: Stabilitetsstudie 
Stabilitetsstudien viste at pektindekkede liposomer oppnådde økt in vitro stabilitet i 
løsning sammenlignet med udekkede liposomer. Det ble funnet at pektindekkede 
liposomer fusjonerte i liten grad, reduserte lekkasje av innkapslet markør samt mulig 
viste å kunne beskytte mot degradering av lipider. At pektin har vist å ha 
mucoadhesive egenskaper i andre studier (Hagesaether and Sande, 2007; Nafee et al., 
2004; Schmidgall and Hensel, 2002; Thirawong et al., 2007), samt at polymeren ikke 
brytes ned av enzymene i spytt kan tyde på at pektindekkede liposomer kan oppnå 
god stabilitet også in vivo (Knaup et al., 2008; Thakur et al., 1997). 
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Siden pH i prøveløsningene, konsentrasjon av surfaktant og tidsaspektet ved tilsetting 
av surfaktant trolig påvirket lekkasjegraden i liten grad, kan forskjellene i 
fluorescensnivå trolig forklares som ulik lekkasjegrad fra de ulike prøvene alene. 
Lipidkvantifisering ved hjelp av fosfatanalyse og HPTLC-analyse bekreftet at 
prøveuttakene inneholdt tilnærmet samme liposomkonsentrasjoner. 
Ved bestemmelse av lekkasje burde tidsintervallet fra tilsetting av triton X-100 til 
fluorescensmåling ha vært fastsatt for å minimere eventuelle variasjoner forårsaket av 
tiden. Kolonnene burde ha blitt vasket ytterligere med destillert, ionebyttet vann for å 
få fjernet overskuddet av mettede liposomer før applisering av nye prøver, for ikke å 
påvirke fosfatanalysen. For å unngå tap av tørrstoff ved frysetørring, samt 
løselighetsproblemer ved rehydrering burde gelfiltreringseluat ha blitt analysert 
direkte. Kolonnene burde blitt utskiftet før kvaliteten ble redusert. På grunn av 
redusert kolonnekvalitet under siste måling for HM- og Am-batchene, ble 
lekkasjegraden kun studert i 40 dager for disse batchene. 
Resultatene fra denne studien, samt gunstige egenskaper hos polymeren alene, tyder 
på at pektindekkede liposomer kan være et gunstig leveringssystem som bør 
undersøkes videre.  
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8. Konklusjon 
I denne studien ble det funnet at pektindekkede liposomer oppnådde økt in vitro 
stabilitet i løsning i forhold til udekkede liposomer. Pektindekkede liposomer var 
stabile i 40 til 80 dager, sammenlignet med udekkede liposomer som kun var stabile i 
25 til 40 dager. Stabiliteten av dekkede liposomer var avhengig av 
lagringstemperaturen, mens stabiliteten av de udekkede liposomene ble redusert for 
alle prøver uavhengig av lagringstemperaturen.   
Størrelsen av udekkede liposomer økte betraktelig i løpet av stabilitetsstudien. Med 
unntak av LM-pektindekkede liposomer oppbevart i varmeskap, var det ingen 
tilsvarende størrelsesøkning for de dekkede liposomene. Lagringstemperaturen kan 
forklare aggregering av LM-pektindekkede liposomer etter 46 dager, siden forhøyet 
temperatur fremmer degradering av både polymeren og lipidene. Størrelsesmålingene 
indikerte at de udekkede liposomene aggregerte i større grad enn de dekkede 
liposomene.  
Zetapotensialet endret seg ikke betydelig for udekkede liposomer, eller for liposomer 
dekket med LM- og HM-pektin i løpet av stabilitetsstudien. For Am-pektindekkede 
liposomer ble zetapotensialet mindre negativt etter 40 dager. Dette tyder på at Am-
pektin ikke ble bundet like sterkt til liposomoverflaten som de andre pektintypene, og 
dermed kan være mindre egnet til dekking av positive liposomer. pH i prøveglassene 
var relativt stabil i løpet av stabilitetsstudien. 
5-carboxyfluorescein var egnet som fluorescerende innkapslingsmarkør i 
lekkasjestudier av dekkede og udekkede positive liposomer. Dekkede liposomer av 
alle pektintypene oppbevart i kjøleskap og romtemperatur, viste lavere grad av 
lekkasje sammenlignet med udekkede liposomer. Dette tyder på at dekking med 
pektin ikke hadde en destabiliserende effekt på liposomoverflaten, men heller så ut til 
å kunne beskytte mot lekkasje av innkapslet innhold fra positive liposomer.  
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Det ble dannet en tydelig ”tørrstoffkake” i prøveglassene av pektindekkede liposomer 
etter frysetørring. Lipidanalyse med HPTLC bekreftet tap av tørrstoff fra prøveglass 
med udekkede liposomer. Pektin beskyttet mot tap av tørrstoff under frysetørring.  
Ettersom det kun ble funnet degraderingsprodukt i udekket prøve, tyder dette på at 
pektin kan ha beskyttet liposomene mot degradering. Lavt utbytte grunnet tap av 
tørrstoff under frysetørring samt dårlige betingelser for rehydrering, kan ha ført til 
underestimering av degradert lipid for både dekkede og udekkede prøver. 
Kort oppsummert har pektindekking av positive liposomer vist å kunne øke in vitro 
stabilitet, redusere lekkasjegraden samt mulig å kunne beskytte liposomene mot 
degradering. I tillegg viste pektindekking å beskytte mot tap av tørrstoff under 
frysetørring. Resultater fra denne studien indikerer at pektindekkede liposomer kan 
være et gunstig leveringssystem som bør undersøkes videre med tanke på in vivo 
stabilitet, mucoadhesjon og adhesjon til Candida albicans.  
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10. Vedlegg 
VEDLEGG 1: Reproduserbarhet 
Måling av fluorescens 
  Am-dekket 
prøve 
HM-dekket 
prøve 
Udekket prøve 
(Am-batch) 
Udekket prøve 
(HM-batch) 
 1 1198933 979016 781210 741165 
 2 1223162 1049407 769874 750062 
 3 1146928 997079 794410 743993 
 4 1197257 1024640 775508 725333 
 5 1227123 998638 774461 708721 
 6 1242171 990892 777750 700591 
 7 1174961 1033189 755175 780044 
 8 1227040 1011337 808449 725836 
 9 1196766 1012365 759657 724684 
 10 1253451 1071919 778862 Feil utpip. 
Gjennomsnitt  1208780 1016848,2 777536 733381 
      
Standardavvik  ± 32199 ± 28477 ± 15447 ± 23742 
      
Rel. standardavvik (%)  2,66 % 2,80 % 1,99 % 3,24 % 
 
Fosfatanalyse 
  Am-dekket 
prøve 
HM-dekket 
prøve 
Udekket prøve 
(Am-batch) 
Udekket prøve 
(HM-batch) 
 1 0,680 0,450 0,709 0,313 
 2 0,699 0,451 0,693 0,314 
 3 0,693 0,456 0,716 0,305 
 4 0,690 0,429 0,697 0,306 
 5 0,691 0,445 0,666 0,313 
 6 0,691 0,456 0,701 0,309 
Gjennomsnitt  0,691 0,448 0,697 0.310 
      
Standardavvik  ± 0,0062 ± 0,0101 ± 0,017 ± 0,0039 
      
Rel. standardavvik (%)  0,89 % 2,26 % 2,44% 1,26 % 
 
 
 
 
 
 
 
  
VEDLEGG 2: Størrelse 
 
Gjennomsnittlig størrelse (nm) ± relativt standardavvik (%) er oppgitt for de to 
prøveglassene oppbevart i kjøleskap (2-8 °C) og romtemperatur (19-23 °C). Måling 
fra kun én prøve er oppgitt i parentes. 
Pektin Dekket/
udekket  
Temp. Z Ave 
dag 5 
Z Ave  
dag 14 
Z Ave 
dag 28 
Z Ave 
dag 46 
Z Ave 
dag 84 
LM Dekket 2-8 °C 225 ± 0,9  224 ± 0,9 233 ± 0,3 235 ± 0,6 285 ± 18,1 
  19-23 °C 224 ± 0,0  223 ± 0,3 228 ± 0,6 232 ± 0,6 245 ± 3,2 
  35 °C (224) (217) (221) (225) (381) 
 Udekket 2-8 °C 174 ± 4,5  166 ± 0,4 165 ± 3,0 178 ± 11,6 315 ± 18,9 
  19-23 °C 179 ± 0,4  164 ± 7,4 151 ± 2,4 189 ± 13,1 324 ± 7,0 
  35 °C (169) (149) (147) (172) (299) 
* Malvern Zetasizer 1000 
** Coulter N4 Submicron Particle Sizer 
 
Pektin Dekket/
udekket  
Temp. Z Ave 
dag 4 
Z Ave  
dag 13 
Z Ave 
dag 25 
Z Ave 
dag 41 
Z Ave 
dag 87 
HM Dekket 2-8 °C 387 403 ± 1,2 386 ± 1,3 397 ± 2,3 377 ± 10,3 
  19-23 °C 394 ± 1,1  398 ± 2,3 386 ± 2,9 379 ± 0,6 385 ± 4,8 
  35 °C (375) (372) (368) (349) (373) 
 Udekket 2-8 °C 211 ± 2,7  197 ± 16,2 268 ± 8,2 379 ± 41,4 420 ± 6,7 
  19-23 °C 211 ± 11,8  249 ± 12,5 235 ± 13,6 259 ± 8,5 617 ± 52,2 
  35 °C (196) (169) (212) (234) (827) 
** Coulter N4 Submicron Particle Sizer 
 
Pektin Dekket/
udekket  
Temp. Z Ave 
dag 4 
Z Ave  
dag 13 
Z Ave 
dag 27 
Z Ave 
dag 42 
Z Ave 
dag 69 
Am Dekket 2-8 °C 298 ± 5,9 341 ± 4,4 318 ± 2,5 314 ± 1,1 391 ± 9,3 
  19-23 °C 297 ± 3,3 329 ± 7,5 305 ± 8,1 351 ± 5,5 340 ± 10,6 
  35 °C (268) (250) (314) (245) (291) 
 Udekket 2-8 °C 195 ± 2,9  - 220 ± 32,1 378 ± 13,3 583 ± 2,9 
  19-23 °C 255 ± 0,8  - 187 ± 8,3  506 ± 72,9 174 ± 27,5 
  35 °C (249) - (170) (524) (566) 
** Coulter N4 Submicron Particle Sizer 
 
 
  
VEDLEGG 3: Zetapotensiale 
Gjennomsnittlig zetapotensiale (mV) ± relativt standardavvik (%) er oppgitt for de to 
prøveglassene oppbevart i kjøleskap (2-8 °C) og romtemperatur (19-23 °C). Måling 
fra kun én prøve er oppgitt i parentes. 
Pektin Dekket/
udekket  
Temp. Zeta 
dag 5 
Zeta  
dag 14 
Zeta 
dag 84 
LM Dekket 2-8 °C - 46 ± 1,2  - 43 ± 3,6 - 43 ± 2,5 
  19-23 °C - 43 ± 2,1  - 40 ± 12,7 - 36 ± 21,4 
  35 °C (- 44) (- 43) (- 42) 
 Udekket 2-8 °C + 25 ± 5,6  + 28 ± 6,0 + 29  
  19-23 °C + 27 ± 0,0  + 29 ± 2,7  + 28 ± 3,0 
  35 °C (+ 29) (+ 31) (+ 30) 
 
Pektin Dekket/
udekket  
Temp. Zeta 
dag 4 
Zeta 
dag 13 
 Zeta 
dag 25 
Zeta 
dag 41 
Zeta 
dag 87 
HM Dekket 2-8 °C - 27 ± 0,3  - 27 ± 1,6 - 25 ± 3,7 -24 ± 0,6 -25 ± 2,2 
  19-23 °C - 25 ± 2,8  - 23 ± 3,9 - 29 ± 2,9 -27 ± 2,1 - 30 ± 0,8 
  35 °C (- 28) (- 37) (- 35) (- 35) (- 37) 
 Udekket 2-8 °C + 29 ± 3,9  + 29 ± 2,0 + 28 ± 1,3 + 28 ± 2,8 + 26 ± 1,4 
  19-23 °C + 27 ± 3,2  + 29 ± 5,0 + 28 ± 2,3 + 28 ± 2,3 + 26 ± 7,3 
  35 °C (+ 27) (+ 31) (+ 29) (+ 30 ) (+ 25) 
 
Pektin Dekket/
udekket  
Temp. Zeta 
dag 4 
Zeta  
dag 13 
Zeta 
dag 27 
Zeta 
dag 42 
Zeta 
dag 69 
Am Dekket 2-8 °C  - 42 ± 0,9 - 39 ± 1,3 - 41 ± 0,9 -39 ± 3,5  -32 ± 7,6 
  19-23 °C - - 28 ± 5,9 - 36 ± 5,4 - 10 ± 8,7 - 10 ± 0,7 
  35 °C (- 33) (- 24) (- 31) (- 8) (-7) 
 Udekket 2-8 °C + 27 ± 1,6  + 20 ± 11,1 + 25 ± 9,7 + 29 ± 0,7 + 26 ± 3,5 
  19-23 °C + 25 ± 13,8  + 22 ± 5,8 + 25 ± 2,5 + 27 ± 1,3 + 24 ± 19,5 
  35 °C (+ 28) (+ 25) (+ 27) (+ 31) (+ 23) 
 
 
 
 
 
  
VEDLEGG 4: Lekkasje  
Gjennomsnittlig lekkasje (%) ± standardavvik er oppgitt for de to prøvene av dekkede 
og udekkede liposomer oppbevart i kjøleskap (2-8 °C) og romtemperatur (19-23 °C). 
Måling fra kun én prøve er oppgitt i parentes. 
Pektin Dekket/
udekket  
Temp. Lekkasje(%) 
dag 5 
Lekkasje (%) 
dag 14 
Lekkasje (%) 
dag 46 
Lekkasje (%) 
dag 84 
LM Dekket 2-8 °C 13 ± 4,5  14 ± 2,5 14 ± 0,5 14 ± 0,2 
  19-23 °C 13 ± 3,1  18 ± 3,5 18 ± 0,8 24 ± 0,3 
  35 °C (28) (41) (48) (62) 
 Udekket 2-8 °C (28) 32 ± 4,5 27 ± 4,0 29 ± 4,6 
  19-23 °C 33 ± 0,5  33 ± 1,0 30 ± 0,8 37 ± 3,6 
  35 °C (38) (45) (39) (52) 
 
Pektin Dekket/
udekket  
Temp. Lekkasje (%) 
dag 4 
Lekkasje (%)  
dag 13 
Lekkasje (%) 
dag 41 
HM Dekket 2-8 °C 6 ± 0,3 (7) 8 ± 1,4 
  19-23 °C 10 ± 1,3  11 ± 0,2  12 ± 1,3 
  35 °C (32) (40) (53) 
 Udekket 2-8 °C 38 ± 1,8  43 ± 3,3 33 ± 6,6 
  19-23 °C 34 ± 1,0  35 ± 5,0 37 ± 0,0 
  35 °C (44) (50) (55) 
 
Pektin Dekket/
udekket  
Temp. Lekkasje (%) 
dag 4 
Lekkasje (%) 
dag 27 
Lekkasje (%) 
dag 42 
Am Dekket 2-8 °C  6 ± 2,5 (6) 9 ± 0,7 
  19-23 °C  8 ± 0,0 15 ± 0,1 (16) 
  35 °C (44) (54) (65) 
 Udekket 2-8 °C 27 ± 3,5 - 26 ± 0,5 
  19-23 °C 29 ± 2,7 - 30 ± 2,6 
  35 °C (44) - (53) 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
VEDLEGG 5: Prøver analysert med HPTLC 
P1 Plate 1 (felles standardrekke for DPPC/DPTAP med plate 2) 
P2 Plate 2 (felles standardrekke for DPPC/DPTAP med plate 1) 
C, U ”Coatet” (dekket) prøve/”Ucoatet” (udekket) prøve 
4,35 4: oppbevart i kjøleskap, 35: oppbevart i varmeskap 
D Oppbevart i x dager 
Analysedato Er oppgitt i parentes med tilhørende RF-verdier for standarder 
 
 
 
 
Prøver  
(17/02-2010) 
nmol lipid RF-verdier for 
topp (1) og (2) 
RF-verdi 
DPPC 
RF-verdi 
DPTAP 
Degradering 
LM C4aD0 (1, P1) 24,8 (1)0,00 (2)0,02 0,30 0,44 - 
LM C4aD0 (2, P1) 25,6 (1)0,01 (2)0,04 0,30 0,43 - 
LM C4aD5 (1, P2) 26,8 (1)0,01 (2)0,03 Bånd 6** Bånd 6** - 
LM C4aD5 (2, P2) 28,1 (1)0,01 (2)0,03 0,29 0,42 - 
LM C4aD14 (1, P1) 24,7 (1)0,01 (2)0,03 Bånd 6* Bånd 6* - 
LM C4aD14 (2, P1) 26,2 (1)0,01 (2)0,03 0,30 0,43 - 
LM C4aD46 (1, P2) 24,9 (1)0,02 (2)0,04 Bånd 7 ** Bånd 7 ** - 
LM C4aD46 (2, P2) 26,0 (1)0,02 (2)0,04 0,29 0,41 - 
LM C4aD84 (1, P1) 25,1 (1)0,01 (2)0,03 Bånd 7*  Bånd 7* - 
LM C4aD84 (2, P1) 26,2 (1)0,01 (2)0,03 0,30 0,43 - 
LM C35aD84I (1, P1) 23,7 (1)0,01 (2)0,03 0,29 0,42 - 
LM C35aD84I (2, P1) 24,1 (1)0,01 (2)0,03 0,30 0,43 - 
LM U4aD0 (1, P1) udetekterbar ingen topper x x x 
LM U4aD0 (2, P1) udetekterbar ingen topper x x x 
LM U4aD5 (1, P2) 11,5 ingen topper 0,28 0,39 - 
LM U4aD5 (2, P2) 12,6 ingen topper 0,29 0,41 - 
LM U4aD14 (1, P1) 12,1 ingen topper 0,30 0,43 - 
LM U4aD14 (2, P1) 13,1 ingen topper 0,30 0,42 - 
LM U4aD46 (1, P2) 13,2 ingen topper 0,29 0,42 - 
LM U4aD46 (2, P2) 13,6 ingen topper 0,29 0,41 - 
LM U4aD84 (1, P1) 11,7 ingen topper Bånd 9* Bånd 9* - 
LM U4aD84 (2, P1) 12,9 ingen topper 0,30 0,42 - 
LM U35aD84I (1, P2) 13,8 ingen topper 0,32 0,43 - 
LM U35aD84I (2, P2) 14,8 ingen topper 0,30 0,41 - 
* Bånd 6-9 er dratt oppover på P1 og gir derfor avvikende RF-verdier 
** Bånd 7-10 er dratt oppover på P2 og gir derfor avvikende RF-verdier 
 
 
Standarder 
(17/02-2010) 
RF-verdi ± relativt  
standardavvik (%) 
 
DPPC 0,30 ± 4,0 % 
DPTAP 0,43 ± 4,0 % 
LPC 0,12 ± 4,2 % 
  
Standarder 
(06-07/04-2010) 
 
RF-verdi ± relativt  
standardavvik (%) 
DPPC 0,41 ± 5,4 % 
DPTAP 0,60 ± 4,8 % 
LPC 0,17 ± 5,9 % 
 
Prøver 
(06-07/04-2010) 
nmol lipid RF-verdier for 
topp (1) og (2) 
RF-verdi 
DPPC 
RF-verdi 
DPTAP 
Degradering 
HM C4aD0 (1, P1) 23,7 (1)-0,03 (2)0,04 0,41 0,62 - 
HM C4aD0 (2, P1) 24,1 (1)-0,03 (2)0,04 0,40 0,57 - 
HM C4aD13 (1, P1) 20,7 (1)-0,04 (2)0,01 0,41 0,58 - 
HM C4aD13 (2, P1) 21,7 (1)-0,04 (2)0,01 0,39 0,55 - 
HM C4aD41 (1, P1) 14,6 (1)-0,02 (2)0,04 0,39 0,55 - 
HM C4aD41 (2, P1) 14,5 (1)-0,02 (2)0,04 0,39 0,57 - 
HM C4aD87 (1, P1) 15,1 (1)-0,03 (2)0,04 0,41 0,60 - 
HM C4aD87 (2, P1) 13,6 (1)-0,02 (2)0,04 0,38 0,54 - 
HM C35a D87 (1, P1) 18,2 (1)-0,02 (2)0,04 0,39 0,54 - 
HM C35a D87 (2, P1) 16,0 (1)0,02 (2)0,04 0,38 0,55 - 
HM U4a D0 (P1) 4,6 ingen topper Bånd 5* Bånd 5* - 
HM U4a D13 (P1) 4,5 ingen topper 0,40 0,56 - 
HM U4a D41 (P1) 4,8 ingen topper 0,41 0,58 - 
HM U4a D87 (P1) 5,7 ingen topper Bånd 8* Bånd 8* - 
HM U35a D87  (P1) 4,1 ingen topper Bånd 9* Bånd 9* - 
      
AM C4aD0 (1, P2) 35,5 (1)-0,01 (2)0,02 Bånd 1** Bånd 1** - 
AM C4aD0 (2, P2) 34,5 (1)-0,01 (2)0,02 0,43 0,62 - 
AM C4aD13 (1, P2) 19,1 (1)-0,01 (2)0,03 0,43 0,63 - 
AM C4aD13 (2, P2) 20,0 (1)0,00 (2)0,02 Bånd 18** Bånd 19** - 
AM C4aD42 (1, P2) 20,0 (1)-0,01 (2)0,03 Bånd 7** Bånd 7** - 
AM C4aD42 (2, P2) 20,9 (1)0,00 (2)0,02 Bånd 20** Bånd 20** - 
AM C4aD69 (1, P2) 19,6 (1)-0,01 (2)0,02 Bånd 8** Bånd 8** - 
AM C4aD69 (2, P2) 20,2 (1)0,00 (2)0,02 0,43 0,63 - 
AM C35a D69 (1, P2) 19,3 (1)-0,01 (2)0,02 0,43 0,63 - 
AM C35a D69 (2, P2) 19,5 (1)0,00 (2)0,02 0,43 0,64 - 
AM U4a D0 (P2) 8,7 ingen topper 0,44 0,65  
AM U4a D13 (P2) 4,4 ingen topper 0,42 0,61 - 
AM U4a D42 (P2) 5,9 ingen topper 0,43 0,62 - 
AM U4a D69 (P2) 5,6 ingen topper 0,43 0,62 - 
AM U35a D69 (P2) 5,4 ingen topper Bånd 19** Bånd 19** ja 
* Bånd 1, 5, 8 og 9 er dratt oppover på P1 og gir derfor avvikende RF-verdier 
** Bånd 1, 6-8, 18-20 er dratt oppover på P2 og gir derfor avvikende RF-verdier 
 
